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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ABTS   2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina) diamonijeva sol 
AOP   antioksidativni potencial 
DPPH   2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 
DW   suha snov (ang. dry weight) 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
EX  ekstraktibilne fenolne spojine 
F.C   Folin-Ciocalteau 
FW   sveža snov (ang. fresh weight) 
GABA  γ-aminomaslena kislina  
LED   svetleča dioda (ang. light-emitting diode) 
PAL   fenilalanin amonliaza 
SPE   ekstrakcija na trdnem nosilcu (ang. solid phase extraction) 
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1 UVOD 
 
Pšenica (Triticum aestivum) je ena od najpomembnejših poljščin in osnovna surovina za 
izdelavo kruha in ostalih pekovskih izdelkov (Dziki in sod., 2015). Pšenični izdelki 
predstavljajo dober vir energije in esencialnih ter zdravju koristnih snovi, med katerimi so 
proteini, prehranska vlaknina, vitamini skupine B in različne bioaktivne snovi. Na sestavo 
pšenice vplivajo tako genetski faktorji kot tudi način pridelave in okoljski dejavniki (Shewry 
in Hey, 2015).  
 
Svetloba je eden od ključnih okoljskih dejavnikov, saj predstavlja vir energije za različne 
metabolne reakcije, ki potekajo v rastlini. Osvetljevanje s svetlobo določene valovne dolžine 
lahko povzroči fotooksidativne spremembe v rastlini, to pa med drugim vodi v sintezo 
bioaktivnih snovi, ki imajo antioksidativne lastnosti. Alternativo klasičnim načinom 
osvetljevanja v kontroliranih pogojih pridelave rastlin in v živilskih procesih predstavlja 
uporaba LED svetil. Edinstvene lastnosti takšnega načina osvetljevanje se izkoriščajo v 
številnih procesih, uporaba LED luči v živilski industriji narašča, saj jih številni povezujejo 
z izboljšanjem hranilne sestave rastlin (D'Souza in sod., 2015, Samuoliene in sod., 2011, 
Swieca in sod., 2012). 
 
Kaljena zrna se vedno bolj uveljavljajo kot funkcionalno živilo zaradi svoje izboljšane 
hranilne sestave in posledično pozitivnega vpliva na zdravje. Kaljenje zrn je enostaven 
tehnološki proces, v katerem se z aktiviranjem različnih biokemijskih procesov spremeni 
hranilna sestava zrn. Med kaljenjem nastanejo ali se transformirajo različne bioaktivne 
komponente (na primer fenolne spojine). Te snovi s svojimi antioksidativnimi lastnostmi 
vplivajo na antioksidativni potencial (AOP) kaljenih zrn in kalčkov. Zato bi lahko uporabili 
kaljena žita kot funkcionalni dodatek v proizvodnji pekovskih izdelkov in drugih žitnih 
izdelkov (Singh in Sharma, 2017). 
 
1.1 NAMEN NALOGE 
 
Namen naloge je bilo ugotoviti, kako različni načini osvetljevanja pšeničnih kalčkov in 
kaljenega zrna vplivajo na vsebnost ekstraktibilnih in vezanih antioksidantov.  
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
• Kvalitativne in kvantitativne spremembe v sestavi fenolnih spojin kaljenih pšeničnih 
zrn so odvisne od časa kaljenja in različnih načinov osvetljevanja zrn med kaljenjem. 
• Vsebnost fenolnih spojin je v pozitivni korelaciji z antioksidativnim potencialom 
ekstraktov. 
• V kalčku se dogajajo intenzivnejše spremembe v vsebnosti antioksidantov kot se 
dogajajo v zrnu. 
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Pšenica sodi med najstarejše in najpomembnejše poljščine. Spada v rod Triticum v družino 
Poaceae. Med številnimi poznanimi sortami lahko izpostavimo navadno pšenico (Triticum 
aestivum), durum pšenico (Triticum durum) in kompaktno pšenico (Triticum compactum). 
Navadno pšenico uporabljamo za izdelavo kruha in drugih pekovskih izdelkov, durum 
pšenico za izdelavo testenin in kompaktno pšenico za izdelavo različnih slaščic. Poleg tega 
je pšenica pomembna surovina za pridobivanje škroba, slada, glutena in alkohola (Wheat, 
2016). 
 
Sestava zrna pšenice sestoji iz približno 70 % ogljikovih hidratov, 12 % proteinov, 12 % 
vode, 2 % lipidov, 2,2 % prehranske vlaknine in 1,8 % mineralov. Vitamini (tiamin, 
riboflavin, niacin) so prisotni v majhni količini. Zaradi visokega deleža ogljikovih hidratov 
predstavlja pšenica dober vir energije. Poleg tega je dober vir proteinov, vitaminov skupine 
B in železa. Na sestavo proteinov v žitnih zrnih vplivajo genetski in okoljski faktorji oziroma 
način pridelave. Polisaharidi v celični steni, rezistentni škrob, fruktani in lignin predstavljajo 
prehransko vlaknino pšenice (Shewry in Hey, 2015; Wheat, 2016). 
 
Pšenica predstavlja bogat vir bioaktivnih snovi kot so fenolne spojine, karotenoidi, 
tokoferoli, alkilresorcinoli in druge snovi v majhnih koncentracijah (lignani, steroli, 
benzoksazinoidi) (Lutria in sod., 2015). K antioksidativni aktivnosti žitnih zrn izmed vseh 
bioaktivni snovi največ prispevajo fenolne spojine, zato so v zadnjih letih pogosto predmet 
raziskav (Singh in Sharma, 2017). 
 
Večjo vsebnost bioaktivnih snovi v pšenici predstavljata zunanji del zrna in kalček, v katerih 
je med drugim približno 83 % vseh fenolnih spojin v zrnu in 79 % vseh flavonoidov v zrnu 
(Liu, 2007; Lutria in sod., 2015). Lu in sod. (2014) so v svoji študiji potrdili, da je v celih 
zrnih pšenice prisotna večja koncentracija fenolnih kislin kot pa v oluščenih zrnih. Prav tako 
so ugotovili, da je večji delež fenolnih kislin (80 %), ki so v vezani, netopni obliki kot v 
prosti, topni obliki.  
 
2.2 FENOLNE SPOJINE 
 
Za sadje in zelenjavo je dolgo veljalo, da sta glavni vir antioksidantov, predvsem na račun 
fenolnih snovi. Vendar pa so raziskovalci v nadaljnjih raziskavah dokazali, da so tudi žitna 
zrna pomemben vir fenolnih spojin, predvsem tistih, ki so v vezani obliki. Obstaja več 
načinov, s katerimi lahko povečamo vsebnosti fenolnih spojin v žitih, eden takšnih je 
kaljenje. Kopičenje fenolnih spojin prispeva k večji hranilni vrednosti žitnih izdelkov (Chen 
in sod., 2017).  
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Fenolne spojine so sekundarni metaboliti v žitnih zrnih, ki imajo različno kemijsko strukturo. 
Ta predstavlja vsaj en aromatski obroč, na katerega je pripeta vsaj ena hidroksilna skupina 
(Shewry in Hey, 2015). Med najpomembnejše fenolne spojine v žitnih zrni sodijo fenolne 




Slika 1: Kemijska struktura najpomembnejših fenolnih spojin (Liu, 2007) 
 
Fenolne spojine imajo pomembno vlogo pri razmnoževanju in rasti rastline, zaščiti pred 
stresnimi okoljskimi dejavniki (npr. insekti, mikroorganizmi, UV svetloba) ter prispevajo k 
barvi rastline (Abramovič, 2011; Liu, 2007). Lahko so v prosti obliki, lahko tvorijo topne 
konjugate – fenoli so vezani na spojine z nizko molekulsko maso (npr. sladkorji), lahko pa 
so z etrskimi, estrskimi in C-C vezmi vezani na matriks celične stene ali s kovalentnimi 
vezmi vezani na različne strukturne snovi (strukturni proteini, pektin, celuloza, 
arabinoksilani) v celični steni, slednji predstavljajo netopne, vezane fenole (Chen in sod., 
2017; Shahidi in Yeo, 2016; Shewry in Hey, 2015). Vezane fenolne spojine imajo v zrnu 
večji delež (20 – 60 % v sadju, zelenjavi, žitnih zrnih, stročnicah) kot proste. Večji del topne 
frakcije fenolnih spojin se nahaja v vakuoli celice, medtem ko so netopno vezane fenolne 
spojine prisotne v celičnem matriksu rastlinske celice (Slika 2). Sinteza fenolov poteka v 
intraceličnih organih, predvsem v endoplazmatskem retikulumu. Sledi prenos nastalih 
fenolov v vakuolo ali v celični matriks rastlinske celice (Shahidi in Yeo, 2016). 
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Slika 2: Topne, proste in netopne, vezane fenolne spojine v rastlinski celici (Shahidi in Yeo, 2016) 
 
Povezovanje fenolov z ogljikovimi hidrati v glikozide ali pa tvorba kompleksov s proteini, 
aminokislinami in vitamini lahko posledično prispeva k manjši biorazpoložljivosti teh 
molekul (Abramovič, 2011; Liu, 2007). Namreč fenolne spojine se sproščajo iz matriksa 
živila glede na prisotnost določenih encimov in pH pogojev v posameznih delih prebavnega 
trakta. Le 5-10 % vseh fenolov, med katerimi so prosti fenoli, se absorbirajo v tankem 
črevesju, ostalih 90-95 % pa v debelem črevesju. To so predvsem fenoli, ki so vezani na 
različne makromolekule. Mikrobiota v debelem črevesju z različnimi encimi razgradi 
celično steno rastlinskega živila in s tem pride do sprostitve vezanih fenolov. Slednji vplivajo 
na pogoje v debelem črevesju (npr. zmanjšanje pH) in s tem na zmanjšanje oz. preprečitev 
rasti določenih mikroorganizmov, ki lahko potencialno prispevajo k nastanku raka (Shahidi 
in Yeo, 2016). Poleg antikarcenogenih lastnosti imajo fenoli tudi protimikrobne, 
protivirusne in protivnetne lastnosti (Abramovič, 2011).  
 
Največja skupina bioaktivnih snovi v pšeničnih zrnih so fenolne kisline. V rastlinah 
nastanejo v šikimatni in fenilpropanoidni biosintezni poti (Chen in sod., 2017; Shewry in 
Hey, 2015). Fenolne kisline lahko razdelimo na 2 skupini. To so derivati hidroksibenzojske 
kisline (vanilinska, protokatehuična, siringinska, p-hidroksibenzojska in galna kislina) in 
derivati hidroksicimetne kisline (ferulna, p-kumarna, kavna in sinapinska kislina) (Liu, 
2007). Fenolne kisline so sestavljene iz aromatskega obroča, na katerega je vezana 
neposredno ali posredno z etilensko skupino karboksilna skupina. Neposredno vezana 
karboksilna kislina je značilna za derivate hidroksibenzojske kisline, medtem ko je posredna 
vezava značilna za derivate hidroksicimetne kisline (Slika 3) (Abramovič, 2011). Večji del 
derivatov hidroksibenzojske kisline je prisotnih v vezani obliki in lahko tvorijo komplekse s 
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sladkorji, organskimi kislinami, lignini in hidroliziranimi tanini. Medtem pa se derivati 
hidroksicimetne kisline povežejo s strukturnimi molekulami v celični steni (npr. celuloza, 




Slika 3: Kemijska struktura fenolnih kislin (A-derivati benzojske kisline, B-derivati cimetne kisline) (Liu, 
2007) 
 
Različni faktorji, kot so vrsta in sorta žita, pogoji pridelave in čas pobiranja imajo vpliv tako 
na sestavo kot vsebnost fenolnih kislin v žitih (Andersson in sod., 2014).  
 
V pšeničnem zrnu med fenolnimi kislinami prevladuje ferulna kislina, v manjših 
koncentracijah pa so prisotne še vanilinska, p-hidroksibenzojska, siringinska, kumarna in 
sinapinska kislina (Lutria in sod., 2015). Ferulna kislina se v žitnih zrnih nahaja predvsem v 
netopni obliki, običajno je vezana z ligninom ali pa tvori esterske vezi z ogljikovimi hidrati 
in s strukturnimi proteini (Chen in sod., 2017).  
 
2.2.1 Antioksidativne lastnosti fenolnih spojin 
 
Nastanek in kopičenje reaktivnih kisikovih zvrsti lahko povzroči poškodbe celice oziroma 
njenih delov (npr. poškodbe nukleinskih kislin, oksidiranih proteinov, peroksidacijo lipidov) 
in lahko posledično vpliva na delovanje celice (Farhangi-Abriz in Torabian, 2017). Pri tem 
imajo pomembno vlogo antioksidanti in njihova reakcija z reaktivnimi kisikovimi zvrstmi 
(ROS) (npr. hidroksilni radikali, singletni kisik) (Chen in sod., 2017). Različni antioksidanti 
v žitnih zrnih lahko prispevajo k zdravju ljudi zaradi zaščite celic pred prostimi radikali, ki 
nastanejo zaradi oksidativnega stresa (Donkor in sod., 2012). Fenolne spojine kot ene izmed 
glavnih bioaktivnih snovi v pšeničnih zrnih prispevajo k antioksidativnemu potencialu zrn 
(Liu, 2007), kar jim omogoča vloga reducenta, sposobnost lovljenja prostih radikalov, 
vezava kovinskih ionov v stabilne komplekse in zmanjšanje oziroma preprečitev delovanja 
prooksidativnih encimov lipoksigenaze (Abramovič, 2011).  
 
Kemijska struktura fenolnih spojin, intramolekularne vodikove vezi, redoks potencial, 
kislinsko bazične lastnosti, interakcije s topilom, topnost, toplotna stabilnost so eni od 
dejavnikov, ki vplivajo na antioksidativne lastnosti fenolnih spojin. Vezava karboksilne 
kisline na aromatski obroč igra pomembno vlogo pri antioksidativnih lastnostih fenolne 
kisline. Derivati hidroksicimetne kisline imajo večjo antioksidativno učinkovitost kot pa 
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derivati hidroksibenzojske kisline. Pri tem ima vlogo etilenska skupina, ki veže karboksilno 
skupino na aromatski obroč in s tem pomaga stabilizirati fenolni radikal (Abramovič, 2011).  
 
Tudi spreminjanje kemijske sestave žitnih zrn ali posamezne interakcije med določenimi 
bioaktivnimi snovmi imajo lahko pomemben vpliv na antioksidativni potencial žitnih zrn 
(Gawlik-Dziki in sod., 2016). Nekatere izmed bioaktivnih snovi lahko delujejo sinergistično 
ali antagonistično, poleg tega pa lahko kažejo antioksidativne lastnosti le in vitro, ne pa in 




Fiziološka funkcija fenolnih spojin je odvisna predvsem od vključitve fenolnih spojin v 
matriks žitnih zrn. Z različnimi tehnološkimi procesi lahko omogočimo sprostitev vezanih 
fenolnih spojin in tako povečamo njihovo biorazpoložljivost v žitnih zrnih. Eden takšnih je 
kaljenje (Wang in sod., 2014). 
 
Kaljenje zrn je enostavna, učinkovita, poceni, varna in okolju prijazna metoda. S to metodo 
lahko v kratkem časovnem obdobju s pomočjo aktiviranja specifičnih encimov povečamo 
vsebnost določenih bioaktivnih snovi v zrnih tako, da se te na novo sintetizirajo ali pa 
pretvorijo iz drugih molekul. To so predvsem fenolne spojine, vitamini, tokoferoli, folati in 
γ-aminomaslena kislina (GABA). To doprinese k izboljšanju hranilne vrednosti in 
antioksidativnega potenciala žitnih zrn. Zato bi lahko z uporabo kaljenih žit izboljšali 
hranilno sestavo določenih živil (Chen in sod., 2017; Gan in sod., 2017; Žilić in sod., 2014). 
Proces kaljenja povzroči izrazite spremembe v biokemijski in hranilni sestavi kaljenih zrn, 
posledično se spremeni tudi njihova prehranska vrednost (Zhang in sod., 2015). 
 
Pred postopkom kaljenja moramo rastlinski material oziroma izbrana zrna najprej namakati 
v vodi. Pri tem so pomembni dejavniki temperatura vode, v kateri namakamo (običajno med 
20 °C in 30 °C), čas namakanja (od nekaj ur do 24 ur) in razmerje med količino zrn in vodo 
(razmerje od 1:1,5 do 1:20). Pogoje namakanja določimo glede na intrizične lastnosti 
izbranih semen za kaljenje, kot so velikost zrn, debelina ovoja zrn in absorbcija vode. Zrna 
po namakanju prenesemo v komoro za kaljenje, kjer nastavimo potrebne pogoje za uspešno 
kaljenje (temperatura, relativna zračna vlaga, svetloba, čas). Običajno kaljenje poteka v temi 
pri temperaturi od 20 °C do 30 °C. Tekom kaljenja moramo rastlinski material vlažiti z vodo, 
ki jo potrebuje za rast. Z vlaženjem vzdržujemo tudi visoko relativno vlažnost v kalilni 
komori. Namen kaljenja določa čas kaljenja (Gan in sod., 2017). 
 
S procesom kaljenja zrn vplivamo na porazdelitev encimov, ki prehajajo iz alevronske plasti 
in se nalagajo v endospermu. To vpliva kasneje tudi na lastnosti moke. Amilaze se nalagajo 
pretežno v kalčku in perikarpu zrna. Voda je prisotna v delih, bogatih s škrobom, proteini in 
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lipidi ter aktivira hidrolitične procese, v katerih nastanejo snovi, pomembne za razvoj nove 
rastline (Delcour in Hoseney, 2010). 
 
S procesom kaljenja v zrnih povzročimo sintezo in aktivacijo različnih hidrolitičnih 
encimov. Posledično se zgodijo strukturne spremembe v kaljenih zrnih, prav tako pa se lahko 
sintetizirajo nove spojine, ki imajo boljšo bioaktivnost in večjo hranilno vrednost (Wang in 
sod., 2014). 
 
Aktivnost hidrolitičnih encimov med kaljenjem vodi v razgradnjo polimernih molekul kot 
so škrob, neškrobni polisaharidi, proteini. Izmed razgradnjih produktov, ki pri tem nastanejo 
(npr. reducirajoči sladkorji, topna prehranska vlaknina, peptidi, aminokisline) je pomembno 
izpostaviti sproščanje netopnih fenolnih snovi, ki so kovalentno vezane na polisaharide v 
celični steni (Hung in sod., 2012).  
 
Med rastjo rastline nastanejo v šikimatni in fenilpropanoidni biosintezni poti pomembni 
sekundarni metaboliti, kot so fenolne kisline, flavonoidi in tanini. Takrat encim fenilalanin 
amonliaza (PAL) pretvori ι-fenilalanin v cimetno kislino. Sledi nastanek fenolnih snovi kot 
so p-kumarna, ferulna in kavna kislina. Ti fenoli se lahko pretvorijo naprej v flavonoide, 
tanine, lignine in druge snovi. PAL je pomemben encim v biosintezi flavonoidov in fenolnih 
kislin (Zhang in sod., 2015). Chen in sod. (2017) so v svoji študiji med procesom kaljenja 
pšenice opazili povečano aktivnost encima PAL in antioksidativnih encimov peroksidaze, 
katalaze in askorbat peroksidaze. Prav tako so potrdili, da je aktivnost PAL v pozitivni 
korelaciji s skupnimi fenolnimi spojinami. Tudi Ren in Sun (2014) sta ugotovila, da encim 
PAL med kaljenjem ajde s svojo aktivnostjo vpliva na spreminjanje deleža fenolnih spojin. 
Kaljenje naj bi sprožilo biosintezno pot fenilpropanoida, v kateri med drugim nastanejo 
različne fenolne spojine (Chen in sod., 2017).  
 
Bioaktivne komponente kaljenih zrn in kalčkov imajo lahko različne biološke aktivnosti kot 
so antioksidativna učinkovitost in protivnetni, protimikrobni ter antikancerogen učinek. 
Tako bi lahko imela kaljena zrna in kalčki kot funkcionalno živilo pomembno vlogo v naši 
prehrani pri preprečevanju določenih bolezni in s tem ohranjanju zdravja (Gan in sod., 2017). 
 
2.3.1 Vpliv kaljenja na vsebnost fenolnih spojin v zrnih 
 
Najpogostejše fenolne spojine v kaljenih zrnih in kalčkih so fenolne kisline in flavonoidi, 
med katerimi je veliko takšnih, ki so tudi v sadju in zelenjavi. Tako bi lahko imela kaljena 
zrna in kalčki, kot dober vir fenolnih spojin, pomembno vlogo v prehrani (Gan in sod., 2017). 
 
Med kaljenjem fenoli nastanejo in se transformirajo v različnih biosinteznih poteh ali pa 
nastanejo v razgradnji določenih polimernih molekul s pomočjo encimske hidrolize (Slika 
4) (Gan in sod., 2017; Žilić in sod., 2014). To vodi v povečanje antioksidativnega potenciala 
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žitnih zrn. Naraščajoči trend povpraševanja potrošnikov po živilih z izboljšano hranilno 
sestavo bi lahko zadostili z dodajanjem kalčkov v različna živila (npr. kruh in drugi pekovski 
izdelki), s čimer bi povečali delež bioaktivnih snovi, predvsem vitaminov in fenolov kot vir 




Slika 4: Možna biosintezna pot in transformacije polifenolnih spojin v kaljenih zrnih in kalčkih (Gan in sod., 
2017) 
 
Postopek kaljenja omogoča spremembo vsebnosti skupnih fenolnih spojin v kaljenih zrnih 
in kalčkih, pri čemer vpliva na ekstraktibilne fenole drugače kot na vezane fenole (Gan in 
sod., 2017). V večini raziskav se osredotočajo predvsem na ekstraktibilne fenolne 
komponente v različnih kaljenih zrnih in kalčkih. A v kaljenih žitnih zrnih imajo pomemben 
delež tudi vezani fenoli (Chen in sod., 2017; Hung in sod., 2011; Hung in sod., 2012). 
Vsebnost vezanih fenolov na začetku kaljenja pade in nato zopet naraste tekom kaljenja 
(Hung in sod., 2012). Predvidevajo, da je njihova vsebnost odvisna od njihovega sproščanja 
in stopnje konjugacije. V začetnih fazah kaljenja potekajo pomembne strukturne spremembe 
zrna. Poteka razgradnja ogljikovih hidratov in beljakovin na enostavne sladkorje in proste 
aminokisline (Liu in sod., 2011). Sprostijo se fenoli, vezani na strukturne molekule celične 
stene. Tekom kaljenja poteka tudi sinteza novih bioaktivnih komponent, med njimi so tudi 
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Hung in sod. (2011) prišli do zaključka, da med procesom kaljenja pšenice vsebnost 
derivatov hidroksibenzojske kisline narašča, medtem ko pa se vsebnost derivatov 
hidroksicimetne kisline zmanjšuje. K povečevanju deleža vezanih fenolnih snovi po 24 urah 
kaljenja prispeva kopičenje ferulne kisline zaradi biosinteze različnih fenolov. Raziskava 
prav tako kaže na to, da je pri ekstrakciji z 80 % etanolom glavna fenolna spojina siringinska 
kislina. To potrjuje dejstvo, da se pri tem lažje sprostijo derivati hidroksibenzojske kisline. 
Z alkalno hidrolizo pa se sprostijo derivati hidroksicimetne kisline. V tem primeru je glavna 
fenolna komponenta ferulna kislina (Hung in sod., 2011).  
 
Gawlik-Dziki in sod. (2016) so v kaljeni pšenici določili 11 fenolnih kislin, od katerih se je 
vsebnost siringinske, p-hidroksibenzojske in p-kumarne kisline najbolj povečala tekom 
kaljenja. Zato predvidevajo, da so slednje prispevale k izboljšani antioksidativni aktivnosti. 
Hung in sod. (2011) so dobili podobne rezultate s pomočjo tekočinske kromatografije ultra 
visoke ločljivosti (UPLC), kjer je bila med sedmimi določenimi fenolnimi kislinami 
prevladujoča ekstraktibilna kislina siringinska, ferulna kislina pa kot vezana fenolna kislina. 
 
Žilić in sod. (2014) so dokazali, da kaljenje pšenice vodi v porast vsebnosti ferulne kisline, 
in sicer za 175 % v prosti obliki in za 19 % v vezani obliki v primerjavi z nekaljeno pšenico. 
Menijo, da prosta oblika ferulne kisline prispeva k njeni boljši biorazpoložljivosti in prispeva 
k višjemu antioksidativnemu potencialu kaljene pšenice. 
 
Alvarez-Jubete in sod. (2010) so primerjali metanolne ekstrakte kaljenih zrn ajde, amaranta, 
kvinoje in pšenice glede na vsebnost fenolnih spojin in antioksidativni potencial. Nekaljena 
pšenica je imela večjo količino skupnih fenolov in posledično višji antioksidativni potencial 
kot amarant, vendar pa manj v primerjavi z ajdo. S kaljenjem so povečali vsebnost fenolnih 
komponent za dvakrat v ajdi, pšenici in kvinoji, kar za štirikrat pa v amarantu. Kaljena ajda 
je imela najvišjo vsebnost fenolov in s tem najvišji antioksidativni potencial. Nadalje so 
prišli do ugotovitve, da s procesom priprave in peke kruha negativno vplivamo na fenolne 
komponente in s tem povezane antioksidativne lastnosti. To dokazuje manjša vsebnost 
fenolnih spojin v kruhu v primerjavi z zrni na začetku. Vendar pa kruh, ki so ga naredili iz 
ajdove (predvsem moka iz kaljene ajde) in kvinojine moke še vedno vsebuje nezanemarljivo 
količino fenolov. Kruh iz 50 % psevdožit je imel več polifenolov kot brezglutenski kruh 
(kontrola). Pšenični kruh je imel višjo vsebnost skupnih fenolov kot brezglutenski kruh in 
amarantov kruh, a nižjo kot ajdov in kvinojin kruh ter kruh, kjer so uporabili moko iz kaljene 
ajde. 
 
Med kaljenjem nastanejo v fenilpropanoidni sintezni poti med drugim tudi flavonoidi. V 
rjavem rižu se je po 48 urah kaljenja povečala vsebnost prostih flavonoidov za 23 % in 
vsebnost vezanih flavonoidov za 24 % v primerjavi z nekaljenim rižem (Ti in sod., 2014). 
Medtem ko je 5-dnevno kaljenje pšenice vodilo k 49 % povečanju topnih prostih flavonoidov 
in 39 % povečanju netopnih vezanih flavonoidov (Žilić in sod., 2014). Vsebnost skupnih 
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flavonoidov je bila po 7 dneh kaljenja v navadni ajdi 7-krat in v tatarski ajdi 3-krat večja od 
vsebnosti flavonoidov v kalčkih po enem dnevu kaljenja (Ren in Sun, 2014). 
 
2.3.2 Vpliv kaljenja na vsebnost drugih snovi v zrnih 
 
V zadnjih študijah so ugotovili, da lahko s kaljenjem povečamo nivo določenih vitaminov 
(npr. vitamini B, C, E) (Gan in sod., 2017). Gan in sod. (2016) so s 5-dnevnim kaljenjem 
povečali vsebnost vitamina C v kalčkih zelenega in črnega mungo fižola v primerjavi z 
nekaljenimi zrni. Raziskovalci Žilić in sod. (2014) so s kaljenjem povečali vsebnost niacina 
v pšeničnih zrnih za 19 %. 
 
V kaljenih stročnicah in žitnih zrnih so določili večji delež GABA kot v nekaljenih (Gan in 
sod., 2017). V pšenici z višjo vsebnostjo amiloze so po 48 urah kalitve določili 4-krat večji 
delež GABA kot v nekaljeni (Hung in sod., 2015).  
 
S procesom kaljenja so povečali vsebnost topne prehranske vlaknine v pšenici z večjim 
deležem amiloze. Vsebnost netopne prehranske vlaknine je po 6 urah kaljenja padla, a je 
tekom nadaljnega kaljenja ostala nespremenjena (Hung in sod., 2015). Vir prehranske 
vlaknine predstavlja tudi arabinoksilan (Donkor in sod., 2012). Donkor in sod. (2012) so v 
raziskavi opazili, da je vsebnost arabinoksilana po 5 dneh kaljenja narasla v zrnih ajde, 
pšenice, sirka in rjavega riža, v zrnih ječmena, ovsa in rži pa se je zmanjšala. 
 
Fitinska kislina je antinutritivna snov v žitih zaradi absorpcije mineralov. Raziskava (Zhang 
in sod., 2015) je pokazala, da se je delež fitinske kisline tekom kaljenja ajdovih zrn 
zmanjševal. Sklepajo, da verjetno zaradi večje aktivnosti encima fitaze med kaljenjem, ki 
hidrolizira fitinsko kislino v mio-inozitol in fosfate. 
 
2.4 VPLIV SVETLOBE NA KALJENJE  
 
Sinteza, metabolizem in kopičenje bioaktivnih snovi v rastlini so odvisni tudi od okoljskih 
dejavnikov. Svetloba oziroma njena kakovost, intenziteta in čas osvetljevanja so pomembni 
dejavniki za rast in razvoj rastline, ki imajo ključno vlogo pri sintezi različnih metabolitov 
(Bian in sod., 2014; Lee in sod., 2014). V rastlinah fotoreceptorji tj. poseben kompleks 
pigmentov, akumulirajo energijo svetlobe in jo porabijo v procesih fotosinteze. 
Fotoreceptorji se odzovejo na spremembe v količini svetlobe in v njeni kakovosti (Kopsell 
in Sams, 2015). Rdeča in modra svetloba sta v vidnem polju najpomembnejša za fotosintezo 
(Bian in sod., 2014; Lee in sod., 2014).  
 
Sestava spektra svetlobe regulira morfogenezo rastline, nivo hormonov in procese 
sekundarnega metabolizma. Vendar pa se obseg tega razlikuje od vrste do vrste in tudi sorte 
rastline. Prav tako vpliva na obseg oziroma potek metabolnih reakcij v rastlini in s tem tudi 
na biokemijsko sestavo (Berkovich in sod., 2017). Ena pomembnejših reakcij, na katero tudi 
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vpliva spekter svetlobe, je sinteza in kopičenje sekundarnih metabolitov (fenolne kisline, 
flavonoidi, antociani, karotenoidi) (Bian in sod., 2014). 
  
Raziskava Peng in sod. (2015) je pokazala, da ima način osvetljevanja vpliv na rast in na 
vsebnost določenih metabolitov med kaljenjem. S kaljenjem 16 ur na svetlobi in 8 ur v temi 
so v zrnih tatarske ajde določili višjo vsebnost antocianinov in GABA kot pa v zrnih, ki so 
ves čas kalili v temi. Tip svetlobe ima lahko različen vpliv tudi na vsebnost skupnih fenolnih 
snovi v rastlini (Liu in sod., 2016). Do podobne ugotovitve so prišli Swieca in sod. (2012), 
ki navajajo, da z določenimi pogoji kaljenja in načinom osvetljevanja spremenimo sestavo 
polifenolov in biološko aktivnost kalčkov. V raziskavi so osvetljevali na 3 načine. V 
primerjavi s temo je stalno osvetljevanje s svetlobo med kaljenjem leče (Lens culinaris) 
predvsem po 3 in 4 dneh kaljenja pripomoglo k višji koncentraciji p-hidroksibenzojske, 
galne, salicilne in kavne kisline. So pa imeli kalčki, kaljeni v temi, 3-krat večjo vsebnost 
ferulne in 2-krat večjo vsebnost p-kumarne kisline kot kalčki, kaljeni pri stalni osvetlitvi. 
Kalitev 12 ur pri svetlobi in 12 ur v temi je pripomogla k višji vsebnosti klorogenske kisline 
v kalčkih. Kvercetina je bilo najmanj v temi kaljenih kalčkih,  največ pa v kalčkih, ki so rasli 
pri stalni svetlobi. Na podlagi rezultatov so zaključili, da način osvetljevanja lahko izboljša 
vsebnost fenolov in s tem vpliva na antioksidativne lastnosti kalčkov. Potrdili so tudi, da je 
vsebnost fenolov v korelaciji z antioksidativno aktivnostjo. 
 
2.4.1 Vpliv osvetljevanja z LED lučmi na kaljenje 
 
LED ima v primerjavi s klasičnimi viri svetlobe več pozitivnih lastnosti, med katerimi lahko 
izpostavimo predvsem daljšo življenjsko dobo, visoko učinkovitost pretvorbe energije, 
boljšo kontrolirano emisijo spektra, visoko emisijo monokromatske svetlobe in majhno 
izgubo toplotne energije (D'Souza in sod., 2015; Liu in sod., 2016). Zato LED predstavlja 
alternativno možnost klasičnim načinom osvetljevanja za pridelavo in skladiščenje s hranili 
bogato in varno hrano. Osvetljevanje z LED zmanjša termične poškodbe rastlin in kasneje 
živil ter je primerna tudi za uporabo v hladni verigi. Prav tako lahko z LED ohranimo ali 
izboljšamo hranilno sestavo različnih živil, tudi v poobiralni fazi, vplivamo na zorenje sadja 
in zmanjšamo kontaminacijo s plesnimi in drugimi mikroorganizmi. LED tehnologija ima 
zato vedno bolj pomembno vlogo v številnih procesih živilske industrije (D'Souza in sod., 
2015). 
 
Ena ključnih lastnosti, ki jih ne ponuja nobeden od klasičnih načinov osvetljevanja, je 
možnost nastavitve sestave spektra svetlobe LED luči. To nam omogoča, da najdemo 
optimalen spekter svetlobe za določeno vrsto rastline, saj različne vrste rastlin potrebujejo 
različno količino in kakovost svetlobe. Prav tako pripomore k boljšemu razumevanju 
povezave med biološkim odzivom rastline in določeno sestavo spektra svetlobe. Za 
pridelovalce in predelovalce v agroživilski verigi pa to pomeni, da lahko z lažjim 
upravljanjem oziroma nastavitvijo svetlobe določenega spektra LED luči izboljšajo hranilno 
sestavo in s tem prehransko kakovost svojih proizvodov (D'Souza in sod., 2015). 
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Osvetljevanje z LED lučmi določenih valovnih dolžin lahko vpliva na sintezo različnih 
bioaktivnih snovi, tudi antioksidantov. Učinki LED se kažejo kot spremembe v sestavi hranil 
in zmanjšanju mikrobne kontaminacije ter vplivu na proces zorenja sadja in zelenjave v 
poobiralni fazi. Takšne rastline imajo izboljšano hranilno sestavo, v kateri imajo pomemben 
del različne bioaktivne snovi z antioksidativnimi lastnostmi. V različnih vrstah poljščin 
lahko osvetljevanje z modro, zeleno in rdečo LED pomaga preprečiti ali vsaj zmanjšati 
kontaminacijo s plesnimi. LED tehnologija kot alternativni vir svetlobe z določeno eno ali 
kombinacijo različnih valovnih dolžin predstavlja možnost uporabe v kontroliranih pogojih 
pridelave v rastlinjakih, predvsem v obdobjih leta z manj sončne svetlobe (Hasan in sod., 
2017). 
 
Tehnologija z LED ponuja možnost za raziskovanje povezave med osvetljevanjem s 
svetlobo različnih valovnih dolžin in rastlinskimi metaboliti (Lee in sod., 2014). Naredili so 
že nekaj študij o vplivu različnih vrst LED luči na kalčke različnih vrst rastlin (Liu in sod., 
2016). Večja vsebnost fenolnih spojin in višji antioksidativni potencial v kaljeni ajdi (Lee in 
sod., 2014; Nam in sod., 2018), grahu (Liu in sod., 2016) in kitajskem brokoliju (Qian in 
sod., 2016) ter večja sinteza karotenoidov v tatarski ajdi med kaljenjem (Tuan in sod., 2013) 
so le eni izmed dokazanih učinkov osvetljevanja rastlin z LED lučmi. 
 
Pri kaljenju navadne ajde (Fagopyrum esculentum) pod različnimi LED lučmi (rdeča, modra, 
kombinacija obeh LED luči) so raziskovalci (Lee in sod., 2014) ugotovili, da je vsebnost 
skupnih fenolov najbolj narasla po 9-dnevnem kaljenju pod rdečo LED. Prav tako je bila 
vsebnost skupnih fenolnih snovi v kalčkih navadne ajde statistično značilno različna med 
različnimi tipi LED luči. Ni bilo pa nobenih statističnih razlik v vsebnosti skupnih fenolnih 
spojin v kalčkih tatarske ajde (Fagopyrum tataricum), ki so jih med kaljenjem osvetljevali z 
različnimi LED lučmi. Poleg tega so dokazali, da LED vpliva na sintezo določenih fenolov 
v kaljeni ajdi v primerjavi s kaljeno ajdo brez tretiranja z LED. Primer tega je kvercetin, ki 
so ga našli samo v kaljeni tatarski ajdi v majhni količini. Drug primer je rutin, ki je 
pomemben pokazatelj prehranske vrednosti ajdovih kalčkov. S kaljenjem pod LED lučmi so 
vsebnost rutina bolj povečali v tatarski ajdi (28,5 mg/g suhe snovi) kot pa v navadni ajdi (4,9 
mg/g suhe snovi). Tako je rutin zajemal 82 % vseh fenolnih spojin v kalčkih tatarske ajde, v 
kalčkih navadne ajde pa zgolj 14 %. 
 
Prav tako so v kalčkih tatarske ajde (Fagopyrum tataricum) s pomočjo določanja ekspresije 
genov, ki so odgovorni za biosintezo in vsebnost karotenoidov, želeli najti optimalno 
svetlobo določene valovne dolžine za njihovo sintezo. Z osvetljevanjem z belo LED so bolj 
vplivali na ekspresijo genov za sintezo karotenoidov kot pa z osvetljevanjem z rdečo in 
modro LED. Posledično so po 10 dneh kaljenja opazili bistveno večjo akumulacijo 
karotenoidov v kalčkih, osvetljenih z belo LED kot pa kalčkih, osvetljenih z rdečo in modro 
LED (Tuan in sod., 2013).  
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Liu in sod. (2016) so ugotovili, da lahko z modro LED povečamo vsebnost fenolnih spojin 
(za 1,5-krat) in flavonoidov (za 24,5-krat) v kalčkih graha (Pisum sativum L.) ter izboljšamo 
njihov antioksidativni potencial v primerjavi s kontrolo (tema). V raziskavi so osvetljevali 
grah tudi z rdečo in rumeno LED, vendar so analize pokazale slabše rezultate kot pri modri 
LED. Ugotovili so, da ni razlik med vsebnostjo skupnih fenolov v kalčkih, osvetljenih z 
rumeno LED in kalčkih, ki so rastli v temi. Opazili so tudi različen vpliv različnih tipov LED 
luči na vsebnost posameznih fenolnih spojin. Tako so vsebnost klorogenske kisline povečali 
z uporabo modre LED, medtem ko je kaljenje zrn pod rumeno LED zmanjšalo njeno 
vsebnost v primerjavi s kontrolo. Nivo galne kisline v kalčkih so v primerjavi s kontrolo 
zvišali z osvetljevanjem z modro, rumeno in belo LED lučjo, z rdečo LED pa znižali. Potrdili 
so statistično značilno korelacijo med vsebnostjo skupnih fenolov in flavonoidov ter 
antioksidativnim potencialom kalčkov graha. 
 
Iz raziskav, navedenih zgoraj, lahko zaključimo, da različne LED luči lahko različno 
učinkujejo na isto spojino znotraj iste rastline in ista LED luč lahko različno učinkuje na isto 
spojino pri različnih rastlinah. Poleg vpliva valovne dolžine svetlobe na spremembe fenolnih 
spojin in drugih bioaktivnih snovi v rastlinah imajo pri tem lahko vlogo tudi drugi dejavniki 
(npr. čas kaljenja).  
 
2.5  VARNOST KALJENIH ZRN 
 
Povpraševanje po kaljenih zrnih in kalčkih narašča predvsem zaradi visoke prehranske 
vrednosti. Pa vendar nekaj skrbi povzroča njihova mikrobiološka varnost. Pojavile so se že  
težave zaradi mikrobiološko neustreznih kalčkov. Zato se pozornost posveča tudi 
zagotavljanju mikrobiološke varnosti kaljenih zrn in kalčkov. Pri tem je pomembno, kako 
tretiramo zrna pred kaljenjem in kakšni so pogoji samega kaljenja. Relativna zračna vlaga 
in sestava zračne atmosfere pri kaljenju sta lahko potencialna faktorja za rast patogenih 
mikroorganizmov. Pogosto zrna pred kaljenjem tretiramo, da bi preprečili oziroma zmanjšali 
možnost prisotnosti mikroorganizmov v zrnih in kasneje na kalčkih. Uporabljamo fizikalne 
(npr. hlajenje, tretiranje z vročo vodo, tretiranje z visokim hidrostatskim tlakom, sevanje), 
biološke (npr. uporaba antagonističnih mikroorganizmov, uporaba antimikrobnih 
metabolitov, bakteriofagi) in kemijske (tretiranje z različnimi kemikalijami) postopke (Yang 
in sod., 2013). V našem eksperimentu smo tretirali pšenična zrna z vročo vodo (47 °C) 5 
minut, da bi preprečili rast plesni na zrnih in kalčkih med kaljenjem. 
 
Pomembno vlogo pri zagotavljanju mikrobiološke varnosti kaljenih zrn in kalčkov bi lahko 
imela tudi uporaba LED luči. Tretiranje z LED lučmi predstavlja enega od netermičnih 
načinov za inaktivacijo patogenih mikroorganizmov. To bi lahko uporabili za živila, ki so 
občutljiva za termično obdelavo. Prav tako bi lahko z uporabo LED luči zmanjšali uporabo 
kemijskih sredstev za mikrobiološko varnost živil (D'Souza in sod., 2015). 
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3.1.1 Rastlinski material 
 
V poskusu smo uporabili navadno pšenico (Triticum aestivum) sorte Chimaboo iz 









• 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina) diamonijeva sol (ABTS) ⁓ 98 
% (Sigma-Aldrich, Kanada) 
• 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
• Folin Ciocalteaujev (F.C.) reagent (Merck, Nemčija) 
• Klorovodikova kislina (HCl) ≥ 37 % (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
• Manganov oksid (MnO3) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
• Metanol (CH3OH) Curomasolv® ≥ 99,9 % (Honeywell, Riedel-de Haën, Francija) 
• Natrijev dihidrogenfosfat dihidrat (NaH2PO4*2H2O) (Merck, Nemčija) 
• Natrijev hidroksid (NaOH) puriss. p. a., pellets ≥ 98 % (Honeywell Fluka, Češka) 
• Natrijev karbonat (Na2CO3) anhidrid, puriss. p. a. (Sigma-Aldrich, Nemčija)  




• Analitska tehtnica AB 204-S (Mettler Toledo)  
• Analitska tehtnica AEA 220A (Mettler Toledo)  
• Analitski mlin (IKA® A11 basic, Nemčija) 
• Centrifuga (Backman Coulter) 
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• Centrifuga 5415 D (Eppendorf) 
• Magnetno mešalo MM-540 (Tehtnica Železniki) 
• Naprava za izvedbo ekstrakcije na trdnem nosilcu (SPE) (VisiprepTM dl, Supelco) 
• Spektrofotometer (Cecil CE 2021) 
• Stresalnik (Tehtnica Železniki, Slovenija) 
• Sušilnik (Termoproc Sob 5250.135 PID) 
• Ultrazvočna kopel (Omnilab 950) 
• Vakuumski evaporator (HT-4 series Ⅱ, GeneVac Tehnologies, Velika Britanija) 




3.3.1 Priprava pšeničnih zrn za kaljenje pri različnih pogojih osvetljevanja 
 
Zrna (20 g) smo 2 uri namakali v vodi (40 ml) s temperaturo 20 °C. Nato smo jih tretirali z 
vročo vodo (47 °C) 5 minut. Po tretiranju smo odcejena zrna razporedili na petrijevko s filter 
papirjem in v vsako dodali 10 ml vode. Petrijevke z zrni smo prenesli v kalilno komoro, 
pogoji kaljenja so opisani v nadaljevanju. Vlažnost zrn med procesom kaljenja smo ohranjali 
s pršenjem vode po površini zrn dvakrat na dan (zjutraj in popoldne). 
 
3.3.2 Pogoji kaljenja v kalilni komori 
 
Pšenična zrna smo kalili pri dveh načinih osvetljevanja: v temi (kontrola) in pod LED lučmi 
(kombinacija modre in zelene LED). Kaljenje je potekalo pri 20 °C in  ≥ 98 % zračni vlagi 
v kalilni komori 96 ur. Kaljenje pri posameznem načinu osvetljevanja smo izvedli v treh 
ponovitvah. 
 
Petrijevke z zrni, ki smo jih kalili v temi, so bile v kalilni komori pokrite s plastičnim 
zabojem s pločevinastim ovojem. Zrna, osvetljena z LED, smo kalili v kalilni komori pod 
kartonsko škatlo (višina škatle 15 cm), ki je bila opremljena z 12 LED lučmi (Slika 6). LED 
luči so dajale povprečno obsevanost 7,2 W/m2. Spekter svetlobe LED luči je imel dva vrha, 
enega pri 470 nm z intenziteto 0,10 W/m2 (modra svetloba) in drugega pri 520 nm z 
intenziteto 0,04 W/m2 (zelena svetloba).  
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Slika 6: Kaljenje pod LED lučmi v kalilni komori 
 
3.3.3 Priprava ekstraktov iz kalčkov in kaljenih zrn pšenice ob uporabi solventne 
ekstrakcije  
 
Vzorčenje pšenice je potekalo na začetku eksperimenta (0 ur), po 48 urah eksperimenta in 
ob zaključku kaljenja (96 ur). Kalčke smo skupaj s koreninicami ločili od zrn. Kaljeno zrno 
namreč sestavljajo endosperm, kalček in zunanji ovoj. Vendar smo zaradi lažjega 
poimenovanja v nadaljevanju uporabili izraz kaljeno zrno za preostanek zrna po odstranitvi 
kalčka.  
 
Pšenična zrna smo dali v analitski mlin, kalčke v terilnico (Slika 7) in jih prelili z zadostno 
količino tekočega dušika. Homogenizacija zrn je poteka 4-krat po 5 sekund oz. da so bila 
zrna v celoti homogenizirana. Kalčke v terilnici smo s pestilom homogenizirali 1 minuto. Po 
končani homogenizaciji zrn in kalčkov smo zatehtali 0,2 g homogeniziranih kalčkov oz. 1 g 
homogeniziranih zrn v falkonke ter dodali 9 ml ≥ 99,9 % metanola. Ekstrakcija je potekala 
2 uri na stresalniku (200 obratov/min). Po ekstrakciji smo vzorce 10 minut centrifugirali 
(8000 rpm, 10 °C) in supernatant prelili v falkonke. Ta je predstavljal frakcijo ekstraktibilnih 
fenolov. Sedimentu smo dodali 20 ml 2 M NaOH, da bi omogočili sprostitev fenolov, ki so 
bili sestavni del celične stene in jih z metanolom nismo uspeli pridobiti iz semen. Hidroliza 
je potekala 4 ure na stresalniku (200 obratov/min). Po 4 urah smo hidrolizo prekinili z 
dodatkom 6 M HCl do končnega pH 2. Hidrolizate smo nato še centrifugirali (8000 rpm, 10 
°C, 10 minut) in prelili supernatant v falkonke za nadaljne analize. Slednji je predstavljal 
vezane fenole. 
 
Vzorčenje, ekstrakcijo in hidrolizo kaljenih zrn in kalčkov smo izvedli v 2 paralelkah za 
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Slika 7: Homogenizacija vzorcev zrn (A) in kalčkov (B) 
 
3.3.4 Čiščenje ekstraktov z analitsko metodo ekstrakcije na trdnem nosilcu  
 
Ekstrakcija na trdnem nosilcu (ang. solid phase extraction - SPE) se pogosto uporablja za 
čiščenje ekstraktov, saj je hitra in občutljiva metoda (Lutria in sod., 2015). 
 
Priprava vzorcev 
Najprej smo pripravili vzorce za ekstrakcijo na trdnem nosilcu (SPE) tako, da smo 
odpipetirali 5 ml metanolnega ekstrakta oz. hidrolizata vzorcev v steklene epruvete. Vsebino 
smo posušili v vakuumskem evaporatorju do suhega (3 - 4 ure). Posušen vzorec smo nato 
rekonstruirali z dodatkom 5 ml Milli-Q vode. Na vrtinčniku smo vsebino epruvet dobro 
premešali in nato še v ultrazvočni kopeli. Rekonstruiran vzorec smo centrifugirali (13200 
rpm, 3 minute) in supernatant prefiltrirali čez filter s premerom por 0,45 μm (Chromafil® 
A-45/25, Macherey-Nagel, Nemčija) v novo falkonko. 
 
Postopek 
Pred ekstrakcijo smo stehtali prazne steklene epruvete. Za ekstrakcijo na trdnem nosilcu 
(SPE) smo potrebovali 100 mg kolone Strata-X 33u Polymeric Reversed Phase z volumnom 
3 ml (Slika 8). Kolono smo najprej kondicionirali s 3 ml ≥ 99,9 % metanola in nato še 
ekvilibrirali s 3 ml Milli-Q vode. Sledil je nanos 3 ml vzorca na kolono in nato spiranje 
kolone s 4 ml Milli-Q vode. Kolono smo sušili 2 minuti. Zadnji korak je bil eluiranje vzorca 
z 2 ml 70 % metanolom. Po končani ekstrakciji smo ponovno stehtali epruvete z eluatom ter 
izračunali maso eluata. 
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Slika 8: Čiščenje ekstraktov zrn in kalčkov z metodo SPE 
 
3.3.5 Določitev vsebnosti vode v pšenici 
 
Vsebnost vode v vzorcih smo določili pred kaljenjem in po 48 urah ter 96 urah kaljenja. Ti 




Za določitev vsebnosti vode v kalčkih smo zatehtali v posušene in stehtane tehtiče (v 2 
paralelkah) 0,2 g homogeniziranega vzorca kalčkov, za določitev vsebnosti vode v kaljenih 
zrnih pa 1 g homogeniziranega vzorca kaljenih zrn, ki smo jim predhodno odstranili kalčke. 
Tehtiče z vzorci smo sušili v sušilniku pri temperaturi 105 °C 3 ure oziroma do konstantne 
teže. Tehtiče smo po sušenju ohladili v eksikatorju in jih nato ponovno stehtali. Iz razlike v 
masi tehtiča z vzorcem pred in po sušenju smo izračunali maso vode (mvode), ki jo je vzorec 
izgubil med sušenjem. Z enačbo (1) smo izračunali masni delež vode (wvode), z enačbo (2) 





                                                                                                                                                      … (1)     
 
𝑤𝑠𝑢ℎ𝑒 𝑠𝑛𝑜𝑣𝑖  = 1 − 𝑤𝑣𝑜𝑑𝑒                                                                                                              … (2) 
𝑤 𝑣𝑜𝑑𝑒 … masni delež vode 
𝑤𝑠𝑢ℎ𝑒 𝑠𝑛𝑜𝑣𝑖 … masni delež suhe snovi 
𝑚𝑣𝑜𝑑𝑒 … masa vode (g) 
𝑚 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎  … masa vzorca (g) 
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3.3.6 Določitev fenolnih spojin v pšenici 
 
Za kvantitativno določitev fenolnih komponent v rastlinskem materialu lahko uporabimo 
različne metode. Med najpogosteje uporabljenimi so različne spektrometrične (npr. F.C. 
metoda) in kromatografske metode (npr. HPLC, GC, LC) (Xu in sod., 2017). 
 
3.3.6.1 Določitev vsebnosti ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin s F.C. metodo 
 
Princip  
Metoda temelji na reakciji, kjer fenolne spojine kot antioksidanti reducirajo F.C. reagent. 
Reduciran F.C. reagent obarva reakcijsko mešanico modro in absorbira svetlobo pri 765 nm. 
Njegovo vsebnost določimo s spektrofotometrično metodo. Višja absorbance pomeni večjo 
vsebnost fenolnih spojin oz. boljšo sposobnost prisotnih antioksidantov za redukcijo F.C. 
reagenta (Abramovič, 2011; Shahidi in Zhong, 2015). 
 
Priprava reagentov 
F.C. reagent smo pripravili tako, da smo mu dodali Milli-Q vodo v razmerju 1:2. Poleg tega 
smo pripravili še 20 % (w/v) Na2CO3. 20 g Na2CO3 smo natehtali v čašo in dodali Milli-Q 
vodo do cca. 80 ml ter premešali s stekleno palčko. Raztopino v čaši smo kvantitativno prelili 
v 100 ml bučko in dopolnili z Milli-Q vodo do oznake. 
 
Postopek 
Analizo smo naredili v 2 paralelkah za posamezen vzorec. Postopek F.C. metode je potekal 
tako, da smo v epico z volumnom 2 ml odpipetirali 1400 μl z vodo ustrezno razredčenega 
vzorca. Dodali smo 300 μl F.C. reagenta, premešali in po 5 minutah dodali 300 μl 20 % 
(w/v) Na2CO3 ter zopet premešali. Volumen reakcijske mešanice v epici je znašal 2 ml. Po 
1 urni inkubaciji na sobni temperaturi smo izmerili absorbanco obarvanega kompleksa na 
spektrofotometru pri valovni dolžini 765 nm proti slepemu vzorcu. Pred meritvijo 
absorbance smo vzorce centrifugirali (13200 rpm, 3 minute). 
 
Slepi vzorec smo pripravili tako, da smo odpipetirali 1400 μl Milli-Q vode, 300 μl F.C. 
reagenta, premešali in po 5 minutah dodali 300 μl 20 % (w/v) Na2CO3. 
 
Umeritvena krivulja 
Vsebnost skupnih fenolnih snovi v pšenici smo določili s pomočjo umeritvene krivulje (Slika 
9). Za umeritveno krivuljo smo uporabili Troloks, ki se ga uporablja kot standardna raztopina 
za določanje skupnih fenolnih spojin. 
 
Za umeritveno krivuljo smo pripravili 2 mM raztopino Troloksa tako, da smo zatehtali 5 mg 
Troloksa v 10 ml bučko, dopolnili z ≥ 99,9 % metanolom do oznake, premešali in pripravili 
vzorce za umeritveno krivuljo (Preglednica 1). 
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Preglednica 1: Priprava vzorcev za umeritveno krivuljo za F.C.  metodo 
 




20 % (w/v) 
Na2CO3 (μl) 
1 1300 90 10 300 300 
2 1300 80 20 300 300 
3 1300 70 30 300 300 
4 1300 60 40 300 300 
5 1300 50 50 300 300 
6 1300 40 60 300 300 
7 1300 30 70 300 300 





Slika 9: Umeritvena krivulja za F.C. metodo 
 
Izračun 
Masno koncentracijo ekstraktibilnih oz. vezanih fenolnih snovi v reakcijski mešanici (γRM) 
smo izračunali s pomočjo absorbance vzorca pri valovni dolžini 765 nm (A765) in smernega 





                                                                                                                                   … (3)                
Maso ekstraktibilnih oz. vezanih fenolnih snovi v reakcijski mešanici (mRM) smo izračunali 
iz zveze med masno koncentracijo ekstraktibilnih oz. vezanih fenolnih snovi v reakcijski 
mešanici (γRM) in volumnom reakcijske mešanice (VRM). 
 
𝑚𝑅𝑀 = 𝛾𝑅𝑀 ∙ 𝑉𝑅𝑀                                                                                                                        … (4) 
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Masno koncentracijo ekstraktibilnih oz. vezanih fenolnih snovi v izhodni raztopini (γ izh) 
smo določili iz mase ekstraktibilnih oz. vezanih fenolnih snovi v reakcijski mešanici (mRM) 





                                                                                                                                  … (5) 
 
Maso ekstraktibilnih fenolnih snovi v izhodni raztopini (metanolni ekstrakt vzorca) (mizh) 
smo izračunali iz zveze med masno koncentracijo fenolnih snovi v izhodni raztopini (γ izh) 
in volumnom celotnega ekstrakta (Vizh).  
 
𝑚𝑖𝑧ℎ = 𝛾𝑖𝑧ℎ ∙ 𝑉𝑖𝑧ℎ                                                                                                                      … (6) 
 
Enačba 6 velja tudi v primeru izračuna mase vezanih fenolnih spojin, le da pri slednjih Vizh 
predstavlja volumen celotnega hidrolizata, tj. količina uporabljenega NaOH in HCl. 
 
Enačba 6 velja za neprečiščene ekstrakte oz. hidrolizate vzorcev. 
 
Za prečiščene ekstrakte oz. hidrolizate vzorcev (po SPE) smo izračunali maso fenolnih snovi 
v izhodni raztopini (mizh SPE) iz zveze med masno koncentracijo fenolnih snovi v izhodni 
raztopini (γ izh) in volumnom eluata (Veluat). Slednjega smo izračunali s pomočjo mase eluata 
(meluat) in gostote eluata (ρeluat). Maso eluata smo določili tako, da smo pred SPE stehtali 
prazne epruvete, nato pa smo jih še enkrat po končanem postopku SPE.  
 






                                                                                                       … (7) 
 
VSPE … volumen vzorca ekstrakta oz. hidrolizata, uporabljenega za postopek SPE 
 
Enačba 7 velja za prečiščene ekstrakte oz. hidrolizate vzorcev. 
 
Vsebnost skupnih fenolnih snovi smo izrazili kot maso Troloksa v 1 gramu svežega vzorca 
(mg Troloks/g FW) in jo izračunali po naslednji formuli: 
 
𝑚 (𝑚𝑔 𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑘𝑠/𝑔 𝐹𝑊) =
 𝑚𝑖𝑧ℎ
𝑚𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎
                                                                                             … (8) 
𝑚 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎… zatehta vzorca (g) 
 
Vsebnost skupnih fenolnih snovi smo izrazili tudi kot maso Troloksa v 1 gramu suhe snovi 
vzorca (mg Troloks/g DW). Pri tem moramo upoštevati masni delež suhe snovi (w suhe snovi) 
vzorca. 
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𝑚 (𝑚𝑔 𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑘𝑠/𝑔 𝐷𝑊) =
𝑚  (𝑚𝑔 𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑘𝑠/𝑔 𝐹𝑊)
𝑤𝑠𝑢ℎ𝑒 𝑠𝑛𝑜𝑣𝑖 
                                                                       … (9) 
 
Končni rezultat vsebnost skupnih fenolnih snovi smo podali kot množino Troloksa v 1 gramu 
suhe snovi (μmol Troloks/g DW). Pri tem smo upoštevali molsko maso Troloksa (MTroloks), 
ki znaša 250,29 g/mol. 
 
𝑛 (𝜇𝑚𝑜𝑙 𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑘𝑠/𝑔 𝐷𝑊) =
𝑚 (𝑚𝑔 𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑘𝑠/𝑔 𝐷𝑊)
𝑀𝑇𝑟𝑜𝑙𝑜𝑘𝑠
∙ 1000                                                         … (10) 
 
3.3.7 Določitev antioksidacijskega potenciala z DPPH radikalom 
 
Princip 
Metoda temelji na reakciji med stabilnim prostim radikalom DPPH• (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) in antioksidantom. Antioksidant odda vodikov atom in radikal DPPH•, ki 
absorbira svetlobo pri valovni dolžini 520 nm, preide v reducirano obliko DPPH-H s 
spremembo barve iz vijolične v rumeno. Zaradi spremembe barve se zmanjša absorbanca, 
kar posredno omogoča določitev antioksidativne učinkovitosti antioksidanta (Molyneux, 
2004; Shahidi in Zhong, 2015). 
 
Priprava reagentov 
1 mM raztopino DPPH smo pripravili tako, da smo zatehtali 3,9 mg DPPH v falkonko in 
dodali 10 ml ≥ 99,9 % metanola. Nato smo razredčili 1 mM DPPH z ≥ 99,9 % metanolom v 




Analizo smo naredili v 2 paralelkah za posamezen vzorec. V epico smo odpipetirali 1000 μl 
0,2 mM DPPH, dodali 800 μl ≥ 99,9 % metanola ter 200 μl vzorca in premešali. Po 1 uri 
smo nastalemu obarvanemu kompleksu izmerili absorbanco na spektrofotometru. Tik pred 
meritvijo smo vzorce centrifugirali (13200 rpm, 3 minute). Absorbanco smo merili v 2 ml 
kiveti pri valovni dolžini 520 nm proti slepemu vzorcu. Za slepi vzorec smo odpipetirali 
2000 μl Milli-Q vode. Referenčna raztopina je predstavljala 1000 μl delovne raztopine 
DPPH in 1000 μl Milli-Q vode.  
 
Umeritvena krivulja 
Pripravili smo še umeritveno krivuljo (Slika 10) na osnovi 1 mM Troloksa, s katero smo 
izračunali antioksidativni potencial. 1 mM Troloks smo pripravili tako, da smo zatehtali 2,5 
mg Troloksa v 10 ml bučko in dopolnili z ≥ 99,9 % metanolom do oznake ter premešali in 
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Preglednica 2: Priprava vzorcev za umeritveno krivuljo za metodo DPPH 
 
Vzorec 1 mM Troloks (μl) Metanol (μl) DPPH (μl) 
1 10 990 1000 
2 20 980 1000 
3 30 970 1000 
4 40 960 1000 
5 50 950 1000 
6 60 940 1000 
7 70 930 1000 




Slika 10: Umeritvena krivulja za metodo DPPH 
 
Izračun 
Masno koncentracijo antioksidantov v reakcijski mešanici (γRM) smo izračunali s pomočjo 
razlike absorbanc (ΔA), merjenih pri valovni dolžini 520 nm in smernega koeficienta 
umeritvene krivulje (k DPPH). Razliko absorbanc smo izračunali tako, da smo od absorbance 





                                                                                                                              … (11) 
 
∆𝐴 = 𝐴𝑟𝑒𝑓 − 𝐴𝑣𝑧                                                                                                                       … (12) 
 
Izračuni v nadaljevanju so enaki kot pri določanju vsebnosti fenolnih spojin s F.C. metodo, 
ki so opisani v poglavju 3.3.6.1, pri čemer ne govorimo o vsebnosti fenolnih spojin temveč 
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3.3.8 Določitev antioksidacijskega potenciala z ABTS radikalom 
 
Princip 
Metoda temelji na sposobnosti antioksidanta za lovljenje kationskega radikala ABTS•+ (2,2-
azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina)). Radikal ABTS•+ nastane pri oksidaciji 
ABTS z močnim oksidantom. Zmanjšanje absorbance zaradi redukcije radikala ABTS•+ ob 
prisotnosti antioksidanta merimo spektrofotomerično pri 734 nm (Re in sod., 1999; Shahidi 
in Zhong, 2015). 
 
Priprava reagentov 
Izhodno raztopino ABTS smo pripravili tako, da smo v čašo zatehtali 25 mg ABTS in 
100 mg MnO3 ter dodali 10 ml Milli-Q vode. Vsebino čaše smo 1 uro mešali na magnetnem 
mešalu. Nato smo raztopino centrifugirali (13200 rpm, 1 min) in supernatant prefiltrirali čez 
filter s premerom por 0,45 μm (Chromafil® A-45/25, Macherey-Nagel, Nemčija) v novo 
falkonko. Pripravljeno raztopino smo shranili v hladilniku do uporabe. 
 
500 ml 250 mM fosfatnega pufra smo pripravili tako, da smo zatehtali 25,36 g 
NaH2PO4*2H2O v čašo in dodali 400 ml Milli-Q vode. Vsebino čaše smo mešali na 
magnetnem mešalu in po kapljicah dodajali 10 M NaOH do pH 7,4. Pripravljeno raztopino 
smo prelili v 500 ml bučko in jo z Milli-Q vodo dopolnili do oznake. 
 
Delovno raztopino ABTS smo pripravili vsaj 1 uro pred analizo. K 5 ml izhodne raztopine 
smo dodali 11 ml fosfatnega pufra (pH 7,4) in 44 ml Milli-Q vode.  
 
Postopek 
Analizo smo izvedli v 2 paralelkah za posamezen vzorec. V 2 ml epice smo odpipetirali 200 
μl fosfatnega pufra (pH 7,4), 1000 μl delovne raztopine ABTS, 750 μl Milli-Q vode in 50 μl 
vzorca. Referenčno raztopino smo pripravili tako, da smo odpipetirali 1000 μl delovne 
raztopine ABTS in 1000 μl Milli-Q vode. Vsebino epice smo premešali na vrtinčniku in po 
1 uri izmerili absorbanco pri valovni dolžini 734 nm. Slepi vzorec je predstavljal 2000 μl 
Milli-Q vode. 
 
Priprava umeritvene krivulje 
Umeritveno krivuljo (Preglednica 3) smo pripravili na osnovi 1 mM Troloksa, priprava 





Golob K. Vpliv osvetljevanja s svetlobo različnih valovnih dolžin na antioksidativni potencial kaljene pšenice. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
Preglednica 3: Priprava vzorcev za umeritveno krivuljo za metodo ABTS 
 
Vzorec 1 mM Troloks (μl) Milli-Q voda (μl) Fosfatni pufer (μl) ABTS (μl) 
1 10 710 200 1000 
2 20 700 200 1000 
3 30 690 200 1000 
4 40 680 200 1000 
5 50 670 200 1000 
6 60 660 200 1000 
7 70 650 200 1000 




Slika 11: Umeritvena krivulja za metodo ABTS 
 
Izračun 
Masno koncentracijo antioksidativnih snovi v reakcijski mešanici (γRM) smo izračunali s 
pomočjo razlike absorbanc (ΔA), merjenih pri valovni dolžini 734 nm in smernega 
koeficienta umeritvene krivulje (k ABTS). Razliko absorbanc smo izračunali tako, da smo od 





                                                                                                                              … (13) 
 
∆𝐴 = 𝐴𝑟𝑒𝑓 − 𝐴𝑣𝑧                                                                                                                       … (14) 
 
Nadaljni izračuni so enaki kot pri določanju vsebnosti fenolnih spojin z F.C. metodo in so 
prikazani v poglavju 3.3.6.1, pri čemer rezultatov ne podajamo kot vsebnost fenolnih spojin, 
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3.3.9 Statistična obdelava podatkov 
 
S statistično analizo smo želeli ugotoviti ali so pogoji osvetljevanja zrn med kaljenjem 
značilno vplivali na vsebnost ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin v kaljeni pšenici ter 
na njihov AOP. Podatke smo statistično obdelali s programom SPSS (verzija 21), z analizo 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
V okviru magistrske naloge smo raziskovali vpliv načina osvetljevanja na vsebnost fenolnih 
spojin in antioksidativni potencial kaljenih pšeničnih zrn in kalčkov. 
 
Potrebno je poudariti, da so analize fenolnih spojin v vzorcih živil relativno kompleksne. 
Rastlinski matriks (v našem primeru pšenična zrna) sestavljajo različne snovi, ki se 
razlikujejo po velikosti molekul in polarnosti (od preprostih fenolnih kislin do kondenziranih 
taninov). Problem lahko predstavljajo tudi snovi, ki so v nizkih koncentracijah. Različne 
kemijske lastnosti posameznih fenolnih snovi vplivajo na njihovo ekstrakcijo iz vzorca 
živila, uspešnost nadaljnjega tretiranja vzorcev z namenom njihovega koncentriranja in 
čiščenja, separacijo, kvantitativno določitev in identifikacijo posameznih fenolov. 
Najpogosteje priprava vzorcev za identifikacijo fenolnih spojin vključuje ekstrakcijo na 
trdnem nosilcu (SPE) in ekstrakcijo tekočina-tekočina (Lucci in sod., 2017). V našem 
eksperimentu smo uporabili SPE za čiščenje ekstraktov, saj smo želeli dobiti podatek o 
vsebnosti fenolnih spojin brez drugih možnih prisotnih snovi, ki bi motile določitev 
vsebnosti fenolnih spojin v ekstraktih. Čeprav se zavedamo, da smo tako pri pripravi 
ekstraktov kot med samim postopkom čiščenja izgubili tudi del spojin z antioksidativnimi 
lastnostmi. 
 
V različnih študijah kaljenih zrn oziroma kalčkov se avtorji osredotočajo predvsem na 
vsebnost antioksidantov, ki jih pridobimo po ekstrakciji z organskim topilom, medtem ko so 
spremembe v vsebnosti vezanih fenolov med kaljenjem manj raziskane (Gan in sod., 2017). 
Literaturni viri navajajo (Hung in sod., 2015; Žilić in sod., 2014), da se v žitih večina fenolov 
nahaja ravno v vezani obliki, zato nas je zanimalo, ali ima ta frakcija morebiti pomembnejšo 
vlogo pri določanju vsebnosti celokupnih antioksidantov tudi pri kaljeni pšenici. V naši 
raziskavi smo analizirali zrna pred kaljenjem ter 48 in 96 ur po biološki aktivaciji zrn, ko 
smo kalčke ločili od preostalega zrna in v pripravljenih ekstraktih in hidrolizatih določali 
vsebnost ekstraktibilnih in vezanih antioksidantov. S primerjavo rezultatov treh različnih 
metod smo skušali ugotoviti ali prihaja v pšeničnih zrnih poleg kvantitativnih tudi do 
kvalitativnih sprememb v njihovi sestavi. 
 
4.1 VIZUALNE LASTNOSTI PŠENIČNIH ZRN, KALJENIH V TEMI IN POD LED 
LUČMI 
 
Na Sliki 12 so prikazana kaljena zrna ob vzorčenju po 48 in 96 urah kaljenja. Ugotovili smo, 
da je čas kaljenja pozitivno vplival na rast kalčkov tako v temi kot pod LED lučmi. Ključna 
razlika v vizualnih lastnostih med temo in osvetljevanjem z LED je barva kalčkov. Lahko 
vidimo, da se v odsotnosti svetlobe ni tvoril klorofil, zato so bili kalčki svetle barve (Slika 
12, A in B). Medtem ko so bili kalčki, osvetljeni z LED lučmi, zaradi tvorbe klorofila 
obarvani od svetlo zelene barve (48 ur) do intenzivnejše zelene barve (96 ur). Če primerjamo 
petrijevki z oznako B in D vidimo, da je bila kaljivost pšeničnih zrn boljša v temi kot pod 
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LED. Na to kaže večje število kalčkov kot pod LED lučmi. Po 96 urah kaljenja so imela 




Slika 12: Pšenična zrna s kalčkom, kaljena v temi (A-po 48 urah kaljenja, B-po 96 urah kaljenja) in pšenična 
zrna s kalčkom, kaljena pod LED lučmi (C-po 48 urah kaljenja, D-po 96 urah kaljenja) 
 
4.1 VSEBNOST VODE V NEKALJENIH IN KALJENIH PŠENIČNIH ZRNIH TER 
KALČKIH 
 
V vseh vzorcih smo pred kaljenjem in nato po 48 ter 96 urah kaljenja določili vsebnost vode 
(Preglednica 4). Ti podatki so nam služili pri izražanju rezultatov na suho snov vzorca (μmol 
Troloks/g DW). 
 
Preglednica 4: Vsebnost vode (%) v nekaljenih pšeničnih zrnih, kalčkih in preostanku kaljenih pšeničnih zrnih 
po 48 in 96 urah kaljenja v temi in pod LED lučmi 
 
  
  Tema LED 
0 ur 48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 
Nekaljena zrna 12,57 ± 0,01 / / / / 
Zrna / 38,34 ± 0,00 39,66 ± 0,01 35,26 ± 0,02 39,36 ± 0,01 
Kalčki / 87,75 ± 0,01 85,57 ± 0,02 82,51 ± 0,02 80,33 ± 0,00 
 
Najmanjšo vsebnost vode smo določili nekaljenim pšeničnim zrnom. Kaljena zrna so imela 
višjo vsebnost vode v primerjavi z nekaljenimi zaradi postopka namakanja pred kaljenjem, 
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s katerim biološko aktiviramo zrna. S tem v zrnih začnejo potekati različne biokemijske 
reakcije, predvsem razgradnja različnih makromolekul in tvorba novih gradnikov za rast 
kalčka, iz katerega se razvije nova rastlina (Hung in sod., 2012; Žilić in sod., 2014). Kaljena 
zrna pod LED lučmi so imela po 48 urah nižjo vsebnost vode kot tista v temi. Po 96 urah 
kaljenja je vsebnost vode v zrnih tako v temi kot pod LED lučmi narasla približno za 1 % v 
primerjavi z 48 urami.  
 
Najvišjo vsebnost vode smo določili kalčkom. V kalčku potekajo različne biokemijske 
reakcije, v katerih nastanejo ali se transformirajo nove snovi, ki jih kalček potrebuje za rast 
(Žilić in sod., 2014). Po 96 urah kaljenja je vsebnost vode padla tako v temi kot pod LED, 
ker so se novo nastale molekule vgradile v strukturo kalčka. Kalčki so imeli v primerjavi s 
kaljenimi zrni (tj. zrni, ki smo jim odstranili kalček) povprečno 2-krat večjo vsebnost vode. 
Kalčki, osvetljeni z LED lučmi, so imeli manjšo vsebnost vode tako po 48 kot 96 urah v 
primerjavi s kalčki, kaljenimi v temi. Razlog za to bi lahko bila uporaba LED luči, saj je bila 
med kaljenjem površina zrn pod LED lučmi bolj izsušena kot v temi. Zato smo morali 
kaljena zrna s kalčkom, osvetljena z LED, bolj vlažiti z vodo kot tista, ki so bila v temi. 
 
Podobne rezultate so dobili Guo in sod. (2012), ki so v raziskavi določili 9 % vsebnost vode 
v nekaljenjem mungo fižolu (Vigna radiata). Delež vode se je nato v prvih 24 urah kaljenja 
v temi hitro zvišal in je v kalčkih znašal 53 %. Nadalje se je še zviševal, tako da so imeli 
kalčki po 6 dneh kaljenja 89 % delež vode. 
 
4.2 VSEBNOST SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN IN ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL 
NEKALJENIH PŠENIČNIH ZRN 
 
Nekaljena pšenična zrna predstavljajo izhodišče. Pred procesom kaljenja smo analizirali 
pripravljene ekstrakte nekaljenih pšeničnih zrn. Dobljene rezultate smo nato primerjali z 
rezultati analiz na ekstraktih kaljenih zrn in kalčkov. 
 
V Preglednici 5 so podani rezultati vsebnosti skupnih fenolnih snovi v nekaljenih pšeničnih 
zrnih (F.C. metoda) in njihov AOP (DPPH metoda, ABTS metoda). 
 
Preglednica 5: Rezultati določanja vsebnosti fenolnih spojin (F.C. metoda) in AOP (DPPH in ABTS metoda) 
v ekstraktih nekaljenih pšeničnih zrn pred in po čiščenju ekstraktov zrn z metodo SPE (μmol Troloks/g DW) 
(EX-ekstraktibilne fenolne spojine, VEZ-vezane fenolne spojine)  
 
 Parameter  F.C. DPPH ABTS 
Pred SPE 
EX 7,39 ± 0,33 1,15 ± 0,15 8,18 ± 0,39 
VEZ 48,00 ± 1,90 / 43,29 ± 2,38 
Po SPE 
EX 1,84 ± 0,12 0,46 ± 0,03 1,83 ± 0,13 
VEZ 31,67 ± 2,08 3,01 ± 0,21 29,71 ± 1,65 
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Iz Preglednice 5 je razvidno, da smo v neprečiščenih ekstraktih s F.C. metodo določili 6,5-
krat, v prečiščenih ekstraktih pa kar 17,2-krat večjo vsebnost vezanih fenolov kot 
ekstraktibilnih fenolov. Naši rezultati so bili višji kot rezultati, ki so jih podali Žilić in sod. 
(2014). V pšeničnih zrnih so namreč določili 2-krat večjo vsebnost vezanih kot 
ekstraktibilnih fenolov. Razlog za razlike v določitvi vsebnosti fenolnih spojin v vzorcu med 
raziskavami je vpliv različnih parametrov, kot so sorta pšenice (Chen in sod., 2017), način 
in pogoji kultivacije, kemijska struktura in narava snovi, način in pogoji ekstrakcije vzorca, 
izvedba F.C. metode in/ali drugih metod, izbira standarda za umeritveno krivuljo, s katerim 
avtorji izrazijo končni rezultat (Hung in sod., 2011; Xu in sod., 2017). 
 
Tudi Chen in sod. (2017) so določili precej višjo vsebnost vezanih kot ekstraktibilnih fenolov 
v nekaljenih pšeničnih zrnih. Vezani fenoli so zavzemali 73 - 78 % delež skupnih fenolnih 
spojin, kar je nekoliko manj v primerjavi z našimi nekaljenih pšeničnimi zrni (86,7 % v 
neprečiščenih ekstraktih, 94,5 % v prečiščenih ekstraktih). 
 
Z metodo DPPH smo v prečiščenih ekstraktih določili 6,5-krat višji AOP vezanih spojin kot 
AOP ekstraktibilnih. Medtem ko so Chen in sod. (2017) v raziskavi z metodo DPPH določili, 
da je bil AOP ekstraktibilnih spojin v nekaljenih pšeničnih zrnih od 2- do 5-krat nižji kot 
AOP vezanih fenolov.  
 
Tudi AOP vezanih fenolov v neprečiščenih ekstraktih, ki smo ga določili s pomočjo metode 
ABTS, je bil 5,3-krat višji od AOP ekstraktibilnih spojin. Po čiščenju ekstraktov s SPE pa 
smo določili kar 16,2-krat višjo vrednost AOP vezanih antioksidantov v primerjavi z AOP 
ekstraktibilnih antioksidantov. Žilič in sod. (2014) navajajo zgolj 1,1-krat višji AOP vezanih 
antioksidantov kot ekstraktibilnih v nekaljenih pšeničnih zrnih. Naši rezultati so 
primerljivejši z raziskavo Chen in sod. (2017), kjer so v nekaljeni pšenici določili od 2- do 
3,5-krat višji AOP vezanih kot ekstraktibilnih spojin. 
 
AOP nekaljenih zrn (Preglednica 5), določen z metodo DPPH, je precej nižji od AOP, ki 
smo ga določili z metodo ABTS, kar je v skladu z raziskavo Chen in sod. (2017). Možne 
vzroke za odstopanja v določitvi AOP med DPPH in ABTS metodo so predstavljeni v 
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4.4 DOLOČITEV VSEBNOSTI SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN S F.C. METODO 
 
F.C. metoda se pogosto uporablja za določanje skupnih fenolnih spojin v različnih rastlinskih 
ekstraktih, vključno z žiti (Shahidi in Zhong, 2015). 
 
Vsebnost fenolnih spojin v pšenici smo določili s F.C. metodo pred kaljenjem in v 2 fazah 
kaljenja (po 48-ih urah in po 96-ih urah od začetka kaljenja). Zanimalo nas je, kaj se dogaja 
z ekstraktibilnimi in vezanimi fenolnimi spojinami v pšeničnih zrnih in kalčkih med 
procesom kaljenja v temi oz. med osvetljevanjem z LED lučmi. 
 
Literaturni viri navajajo, da določeni pogoji kaljenja (npr. temperatura in čas kaljenja, način 
osvetljevanja) vplivajo na sintezo in razgradnjo fenolnih spojin v kaljenih zrnih in kalčkih. 
Posledično se spreminja vsebnost ekstraktibilnih in vezanih fenolov tekom kaljenja (Žilić in 
sod., 2014; Swieca in sod., 2012).  
 
Na podlagi že opravljenih raziskav (Liu in sod., 2016; Nam in sod., 2018; Qian in sod., 2016) 
smo pred analizo predpostavili, da bomo določili večjo vsebnost fenolnih spojin v ekstraktih 
vzorcev, ki so rastli pod LED lučmi.  
 
Slaba lastnost te metode je reagiranje F.C. reagenta tako s hidroksilnimi skupinami fenolnih 
spojin kot tudi z aromatskimi aminokislinami, reducirajočimi sladkorji, askorbinsko kislino, 
organskimi kislinami in drugimi reducirajočimi molekulami (Abramovič, 2011, Xu in sod., 
2017). Irakli in sod. (2012) so v svoji raziskavi z F.C. metodo določili od 20- do 24-krat 
večjo vsebnost prostih fenolnih spojin in od 2- do 3-krat večjo vsebnost vezanih fenolnih 
spojin kot pa z HPLC-DAD. Zato smo izvedli še SPE za čiščenje ekstraktov vzorcev, da bi 
dobili bolj natančne rezultate o vsebnosti fenolnih spojin v pšeničnih zrnih in kalčkih.  
 
4.4.1 Vsebnost fenolnih spojin v pšeničnih zrnih 
 
Spremembe v vsebnost ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin v pšeničnih zrnih tekom 
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Slika 13: Vpliv svetlobe različnih valovnih dolžin (tema, LED) na vsebnost fenolnih spojin v pšeničnih zrnih 
po 48 in 96 urah kaljenja; A - ekstraktibilni fenoli v neprečiščenih vzorcih, B - vezani fenoli v neprečiščenih 
vzorcih, C - ekstraktibilni fenoli v prečiščenih vzorcih, D - vezani fenoli v prečiščenih vzorcih. Različne 
majhne črke pomenijo statistične razlike (p < 0,5) med ekstrakti. 
 
Zrno - ekstraktibilne fenolne spojine 
Čas kaljenja je pozitivno vplival na vsebnost ekstraktibilnih fenolov v zrnu pri kaljenju tako 
v temi kot pod LED lučmi. Medtem ko način osvetljevanja ni imel vpliva na njihovo 
vsebnost prvih 48 ur kaljenja, so zrna, osvetljena z LED, imela po 96 urah kaljenja 12 % 
nižjo vsebnost ekstraktibilnih fenolnih spojin kot v temi kaljena zrna.  
 
Raziskava Hung in sod. (2012) je pokazala, da se vsebnost ekstraktibilnih fenolov v prvih 
24 urah kaljenja pšeničnih zrn ni spreminjala, nato pa je narasla. Kot poročajo, naj bi bila 
večja vsebnost ekstraktibilnih fenolov predvsem posledica večjega deleža siringinske kisline 
(Hung in sod., 2011). 
 
Pri prečiščenih ekstraktih vidimo enak vpliv časa kaljenja na vsebnost ekstraktibilnih 
fenolov kot pri neprečiščenih ekstraktih. Enak trend po SPE nakazuje na podobne 
kvalitativne in kvantitativne izgube reducirajočih snovi (fenolov in nečistoč) pri vseh štirih 
vzorcih. 
 
Zrno - vezane fenolne spojine 
Vsebnost vezanih fenolov v neprečiščenih in prečiščenih ekstraktih se ni spreminjala s 
časom kaljenja. Prav tako je iz Slike 13 razvidno, da prisotnost oz. odsotnost svetlobe ni 
vplivala na količino vezanih fenolov. 
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V nasprotju z našimi rezultati pa so Hung in sod. (2012) v 24 ur kaljenih pšeničnih zrnih s 
kalčki določili upad vsebnosti vezanih fenolov, razlog za to pa pripisali predvsem 
hidrolitičnim procesom, v katerih se vezani fenoli sproščajo iz strukturnih ogrodij celične 
stene. Vendar pa je nadaljevanje kaljenja (po 36 in 48 urah) tudi v tej raziskavi privedlo do 
porasta vezanih fenolov. Avtorji predpostavljajo, da je do teh sprememb prišlo zaradi sinteze 
novih fenolnih spojin, predvsem ferulne kisline v vezani obliki. 
 
Primerjava med ekstraktibilnimi in vezanimi fenolnimi spojinami v zrnih 
Tekom kaljenja tako v temi kot pod LED je bila večjim spremembam podvržena topna 
frakcija (Preglednica 6). Primerjava vrednosti obeh vzorčenj (48 in 96 ur) je pokazala  (1,3-
kratni) prirast ekstraktibilnih fenolov, medtem ko praktično ni bilo sprememb v vezani 
frakciji, kar kaže na to, da so se v kaljenem zrnu dogajale še druge reakcije kot zgolj 
transformacije iz ene oblike v drugo. Enak trend se je ohranil tudi pri prečiščenih ekstraktih.  
 
Preglednica 6: Razmerje sprememb v vsebnosti ekstraktibilnih (EX) in vezanih (VEZ) fenolnih spojin (F.C. 
metoda) v zrnih v zadnjih 48 urah kaljenja v temi in pod LED lučmi pred in po čiščenju ekstraktov s SPE 
 
    Tema LED 
  Parameter 48-96 ur 48-96 ur 
Pred SPE 
EX 1,6 1,3 
VEZ 1,0 1,0 
Po SPE 
EX 1,5 1,4 
VEZ 1,0 1,0 
 
Nadalje je iz Preglednice 7 razvidno, da je bil v pšenici nivo fenolov v vezani obliki po 48 
urah kaljenja višji od ekstraktibilnih fenolov, kar je v skladu z raziskavo Hung in sod. (2015). 
Ob koncu poskusa smo zrnom določili 3,3-krat (tema) oz. 3,8-krat (LED) večjo vsebnost 
vezanih kot ekstraktibilnih fenolov (Preglednica 7). To kaže na to, da so kljub hidrolitičnim 
procesom, ki so se odvijali v endospermu in zunanjih plasteh zrna med kaljenjem, vezani 
fenoli še vedno zavzemali večinski delež. Slednje so potrdili v več študijah (Hung in sod., 
2015; Žilić in sod., 2014). Vendar je potrebno poudariti, da ne vemo ali gre pri tem res za 
prevlado ene oblike fenolov, z zagotovostjo lahko trdimo zgolj, da je bila v naši študiji 
reaktivnost vezanih spojin s F.C. reagentom precej boljša kot  reaktivnost ekstraktibilnih ne 
glede na pogoje osvetljevanja. 
 
Ob drugem vzorčenju se je razmerje med ekstraktibilnimi in vezanimi fenolnimi spojinami 
zmanjšalo pri obeh načinih osvetljevanja (Preglednica 7). Poleg tega lahko iz precej 
podobnega razmerje pri zrnih, ki so kalila enako dolgo pod različnimi svetlobnimi pogoji, 
sklepamo, da svetloba izbranih valovnih dolžin ne vpliva bistveno na obseg sinteze in 
transformacij fenolnih spojin.  
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Preglednica 7: Razmerje med vezanimi (VEZ) in ekstraktibilnimi (EX) fenolnimi spojinami (F.C. metoda) v 





Parameter 48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 
Pred SPE 5,3 3,3 4,8 3,8 
Po SPE 12,0 7,4 11,3 8,1 
 
4.4.2 Vsebnost fenolnih spojin v pšeničnih kalčkih 
 
Spremembe v vsebnosti ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin v pšeničnih kalčkih med 




Slika 14: Vpliv svetlobe različnih valovnih dolžin (tema, LED) na vsebnost fenolnih spojin v pšeničnih 
kalčkih po 48 in 96 urah kaljenja; A - ekstraktibilni fenoli v neprečiščenih vzorcih, B - vezani fenoli v 
neprečiščenih vzorcih C - ekstraktibilni fenoli v prečiščenih vzorcih, D - vezani fenoli v prečiščenih vzorcih. 
Različne majhne črke pomenijo statistične razlike (p < 0,5) med ekstrakti. 
 
Kalček - ekstraktibilne fenolne spojine 
V kalčkih, ki so rastli pod LED, smo po prvih 48 urah določili 15 %, po 96 urah pa kar 35 
% manj ekstraktibilnih fenolnih snovi kot pri kalčkih v temi. Vsebnost ekstraktibilnih 
fenolov je statistično značilno padala s časom kaljenja ne glede na svetlobne pogoje - starejši 
kot so kalčki bili, manj topne frakcije so vsebovali. Vendar pa so kalčki, ki so rastli v 
odsotnosti svetlobe, tudi ob drugem vzorčenju še vedno vsebovali enako količino fenolov 
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kot kalčki, ki so rastli pod LED zgolj 48 ur. Po SPE se je trend ohranil le pri LED 
osvetljevanju. Vendar si glede na ohranjeno razmerje znotraj vseh 4 vzorcev upamo trditi, 
da smo s čiščenjem odstranili podobne snovi, neodvisno od pogojev kaljenja.  
 
Swieca in sod. (2012) prav tako navajajo, da lahko z določenimi pogoji kaljenja in načinom 
osvetljevanja spremenimo sestavo polifenolov in biološko aktivnost kalčkov. V raziskavi so 
uporabili 3 načine osvetljevanja. Vsebnost ekstraktibilnih fenolov, fenolnih kislin in 
flavonoidov v kalčkih leče (Lens culinaris) se je povečala predvsem po 4 in 6 dneh kalitve 
pri neprekinjenem osvetljevanju v primerjavi s temo. Je pa bila vsebnost fenolnih kislin v 
kalčkih, ki so bodisi kalili v temi bodisi kalili pri stalni svetlobi nižja kot v kalčkih, kaljenih 
12 ur pri svetlobi, 12 ur pa v temi.  
 
V nasprotju z našimi rezultati so Liu in sod. (2016) po 6 dneh kaljenja določili 1,5-krat višjo 
vsebnost ekstraktibilnih fenolnih spojin v kalčkih graha, kaljenih z modro LED svetlobo kot 
v kalčkih graha, kaljenih v temi. Nam in sod. (2018) so navadno ajdo med 7-dnevnim 
kaljenjem osvetljevali z modro in rdečo LED, fluorescentno svetlobo in vzorce primerjali s 
tistimi v temi. Osvetljevanje z modro LED je pomenilo največjo vsebnost ekstraktibilnih 
fenolnih spojin, najmanj pa so jih določili pri kalčkih, ki so rastli v temi. Vsi načini 
osvetljevanja ajdovih kalčkov so približno 2-krat povečali vsebnost ekstraktibilnih fenolov 
v primerjavi s temo. Qian in sod. (2016) so vsebnost ekstraktibilnih fenolov v kalčkih 
kitajskega ohrovta z modro LED povečali za 70 %, z belo LED pa za 35 % v primerjavi s 
temo, medtem ko je bil vpliv rdeče LED zanemarljiv.  
 
Kalček - vezane fenolne snovi 
Vsebnost vezanih fenolov v kalčkih je statistično značilno naraščala tekom procesa kaljenja 
v temi, saj se je njihov delež med 48 urami in 96 urami povišal za 23 %. Vsebnost vezanih 
fenolov pri osvetljevanju z LED lučmi se statistično gledano ni spreminjala. Med obema 
načinoma osvetljevanja ni bilo statistično značilnih razlik v vsebnosti vezanih fenolov.  
 
V prečiščenih ekstraktih smo ugotovili, da se trend ne ohranja, kar pomeni da smo s 
postopkom SPE verjetno izgubili določene fenolne spojine in ne samo nečistoč. Med kalčki, 
kaljenimi pri različnih načinih osvetljevanja, ni bilo statističnih razlik v vsebnosti vezanih 
fenolov. 
 
Primerjava med ekstraktibilnimi in vezanimi fenolnimi spojinami v kalčkih 
V kalčkih je tekom kaljenja tako pri temi kot LED vsebnost ekstraktibilnih fenolov padala, 
medtem pa je vsebnost vezanih fenolov naraščala. Rezultati v Preglednici 8 kažejo na manjši 
vpliv LED kot teme na vsebnost ekstraktibilnih fenolov v kalčkih, medtem ko sta oba načina 
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Preglednica 8: Razmerje sprememb v vsebnosti ekstraktibilnih (EX) in vezanih (VEZ) fenolnih spojin (F.C. 
metoda) v kalčkih v zadnjih 48 urah kaljenja v temi in pod LED lučmi pred in po čiščenju ekstraktov s SPE 
 
 
  Tema LED 
Parameter 48-96 ur 48-96 ur 
Pred SPE 
EX 0,9 0,7 
VEZ 1,2 1,2 
Po SPE 
EX 0,8 0,7 
VEZ 1,1 1,1 
 
Iz Preglednice 9 je razvidno, da je bila po 48 urah kaljenja z LED osvetljevanjem vsebnost 
ekstraktibilnih fenolov v kalčkih 1,5-krat večja od vsebnosti vezanih fenolov. Podobno je 
tudi pri kaljenju v temi. To kaže na sintezo novih fenolnih snovi v kalčku. Po 96 urah začne 
vsebnost ekstraktibilnih fenolov padati, vsebnost vezanih pa naraščati, čeprav ne v enakem 
obsegu. Sklepamo, da se novo nastali fenoli vežejo na različne strukturne molekule, vendar 
transformacija iz topne v netopno obliko po 96 urah kaljenja še ni končana. Ob drugem 
vzorčenju osvetljenih kalčkov je vsebnost vezanih fenolov že presegla ekstraktibilne, 
medtem ko so v temi kaljeni kalčki imeli po 96 urah še vedno večjo vsebnost ekstraktibilnih 
fenolov. Vendar se je razmerje med obema oblikama zmanjšalo v primerjavi z razmerjem 
po 48 urah. Na podlagi rezultatov v Preglednici 9 lahko predpostavimo, da je osvetljevanje 
kalčkov z LED vodilo k manjšemu razmerju med obema oblikama fenolov v primerjavi s 
temo. Z daljšim časom kaljenja sta se pri kalčku deleža obeh oblik precej poenotila.    
 
Preglednica 9: Razmerje med ekstraktibilnimi (EX) in vezanimi (VEZ) fenolnimi spojinami (F.C. metoda) v 





Parameter 48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 
Pred SPE 1,8 1,2 1,5 0,9 
Po SPE 2,2 1,8 2,2 1,4 
 
Do podobnih ugotovitev so prišli Ti in sod. (2014). Rezultati so pokazali, da se je po 24 in 
30 urah kaljenja rjavega riža (Oryza sativa L.) povečala vsebnost ekstraktibilnih fenolov v 
kalčkih, vsebnost vezanih fenolov pa znižala. V nadaljevanju kaljenja se je trend obrnil, 
vendar je bilo tudi ob koncu poskusa vseeno v kalčkih prisotnih več ekstraktibilnih kot 
vezanih fenolov, le da so bile razlike med obema oblikama fenolov manjše. Menijo, da je v 
kalčkih večja vsebnost ekstraktibilnih fenolov na eni strani posledica sinteze novih fenolov, 
na drugi pa sproščanja vezanih fenolov, saj med kaljenjem delujejo encimi za razgradnjo 
strukturnih molekul v celični steni. Vzrok za porast vezanih fenolov naj bi bila 
polimerizacija in oksidacija fenolov.  
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4.5 DOLOČANJE ANTIOKSIDATIVNEGA POTENCIALA Z METODAMA DPPH IN 
ABTS 
 
AOP pšeničnih zrn in kalčkov smo določili z metodama DPPH in ABTS. Na podlagi 
številnih študij (Alvarez-Jubete in sod., 2010; Chen in sod., 2017; Liu in sod., 2016; Hung 
in sod., 2011; Žilić in sod., 2014) smo predpostavili, da s procesom kaljenja spremenimo 
AOP zrn in kalčkov. Prav tako smo predpostavili, da je vsebnost fenolnih komponent lahko 
povezana z antioksidativnimi lastnostmi zrn in kalčkov. To so potrdili v več študijah (Swieca 
in sod., 2012, Van Hung in sod., 2011). 
 
AOP kaljenih zrn in kalčkov smo izrazili kot ekvivalent standardnega antioksidanta Troloks. 
Troloks se najpogosteje uporablja za primerjavo AOP analiziranih spojin (Abramovič, 
2011). 
 
4.5.1 Določanje antioksidativnega potenciala kaljenih pšeničnih zrn in kalčkov z 
metodo DPPH 
 
DPPH metoda je ena od najbolj pogostih načinov določitve AOP (Shahidi in Zhong, 2015). 
 
4.5.1.1 Določanje antioksidativnega potenciala kaljenih pšeničnih zrn z metodo DPPH 
  
Na Sliki 15 so prikazane spremembe v vsebnosti antioksidantov v pšeničnih zrnih tekom 
kaljenja v temi in pod LED lučmi. Vsebnosti vezanih antioksidantov v neprečiščenih 
ekstraktih smo sicer določali, vendar smo to kasneje opustili zaradi težav pri analizi. V 
postopku analize se nismo mogli izogniti nastanku oborine. Posledično so bili rezultati 
različni in neponovljivi, zato na sliki spodaj tudi niso prikazani.  
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Slika 15: Vpliv svetlobe različnih valovnih dolžin (tema, LED) na AOP pšeničnih zrn po 48 in 96 urah 
kaljenja (določen z DPPH metodo); A - ekstraktibilni antioksidanti v neprečiščenih vzorcih, B - ekstraktibilni 
antioksidanti v prečiščenih vzorcih, C - vezani antioksidanti v prečiščenih vzorcih. Različne majhne črke 
pomenijo statistične razlike (p < 0,5) med ekstrakti. 
 
Zrno - ekstraktibilni antioksidanti 
Ekstraktibilnim antioksidantom v zrnih smo ob koncu kaljenja ne glede na način 
osvetljevanja določili višji AOP kot ob prvem vzorčenju. To so v kaljenih pšeničnih zrnih 
opazili tudi Alvarez-Jubete in sod. (2010) in Hung in sod. (2012).  
 
Zrna so imela po 96 urah kaljenja pod LED lučmi 47 % višji AOP ekstraktibilnih 
antioksidantov kot ob prvem vzorčenju in 28 % nižji AOP kot zrna, kaljena v odsotnosti 
svetlobe.  
 
Trend se ni ohranil po čiščenju ekstraktov, kar kaže tako na kvalitativne kot kvantitativne 
spremembe v vsebnosti spojin, ki so prispevale k AOP. Med posameznimi vzorci prečiščenih 
ekstraktov zrn ni bilo razlik ne glede na prisotnost oz. odsotnost svetlobe med kaljenjem.  
 
Zrno - vezani antioksidanti 
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Primerjava med ekstraktibilnimi in vezanimi antioksidanti v zrnih  
Spremembe v AOP ekstraktibilnih in vezanih antioksidantov med kaljenjem so potekale v 
enakem razmerju tako pri LED kot v temi (Preglednica 10). 
 
Preglednica 10: Razmerje sprememb v AOP ekstraktibilnih (EX) in vezanih (VEZ) antioksidantov (metoda 
DPPH) v zrnih v zadnjih 48 urah kaljenja v temi in pod LED lučmi pred in po čiščenju ekstraktov s SPE 
 
 
  Tema LED 
Parameter 48-96 ur 48-96 ur 
Pred SPE 
EX 1,4 1,5 
VEZ / / 
Po SPE 
EX 1,1 1,1 
VEZ 1,0 1,0 
 
Primerjava Preglednic 7 in 11 kaže na povezavo med vsebnostjo fenolov v vzorcih in njihovo 
učinkovitostjo zoper DPPH radikale. Vezani antioksidanti so po koncu kaljenja pri obeh 
načinih osvetljevanja k AOP zrn prispevali približno 7-krat toliko kot ekstraktibilna frakcija, 
taistim vzorcem pa smo z metodo F.C. pred tem določili bistveno več vezanih fenolov kot 
ekstraktibilnih ne glede na način osvetljevanja. 
 
Preglednica 11: Razmerje med AOP vezanih (VEZ) in ekstraktibilnih (EX) antioksidantov (metoda DPPH) v 





Parameter 48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 
Po SPE 7,5 6,6 7,9 7,2 
 
Hung in sod. (2015) so ugotovili, da se AOP ekstraktibilnih in vezanih spojin v temi kaljenih 
pšeničnih zrnih z višjo vsebnostjo amiloze ni spreminjal prvih 12 ur. To se je zgodilo šele 
po 36 urah kaljenja. Menijo, da je to zaradi naraščanja koncentracije siringinske, kavne in 
vanilinske kisline (Hung in sod., 2011). Po 48-urnem kaljenju so določili višji AOP vezanim 
kot ekstraktibilnim spojinam tako v nekaljeni kot kaljeni pšenici ter slednje povezali z višjo 
vsebnostjo vezane oblike fenolov v kaljeni pšenici (Hung in sod., 2015).  
 
4.5.1.2 Določanje antioksidativnega potenciala pšeničnih kalčkov z metodo DPPH 
 
Kvantitativne spremembe v AOP ekstraktibilnih in vezanih antioksidantov v pšeničnih 
kalčkih tekom kaljenja v temi in pod LED lučmi so prikazane na Sliki 16. Enako kot pri 
kaljenih zrnih, tudi tukaj ni predstavljenega grafa za AOP vezanih antioksidantov. Razlog 
za to smo pojasnili v poglavju 4.5.1.1. 
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Slika 16: Vpliv svetlobe različnih valovnih dolžin (tema, LED) na AOP pšeničnih kalčkov po 48 in 96 urah 
kaljenja (določen z DPPH metodo); A - ekstraktibilni antioksidanti v neprečiščenih vzorcih, B - ekstraktibilni 
antioksidanti v prečiščenih vzorcih, C - vezani antioksidanti v prečiščenih vzorcih. Različne majhne črke 
pomenijo statistične razlike (p < 0,5) med ekstrakti. 
 
Kalček - ekstraktibilni antioksidanti 
Tekom kaljenja je AOP ekstraktibilnih antioksidantov v kalčkih padal ne glede na način 
osvetljevanja. V kalčkih, osvetljenih z LED, smo po 48 urah kaljenja določili 34 %, po 96 
urah pa 45 % nižji AOP ekstraktibilnih spojin kot v primeru teme. Na negativen vpliv 
kaljenja v temi na AOP ekstraktibilnih antioksidantov v kalčkih kaže tudi to, da med kalčki 
po 96 urah kaljenja v temi in kalčki po 48 urah kaljenja z osvetljevanjem z LED ni bilo razlik 
v AOP ekstraktibilnih spojin.  
 
Trend se ohranja tudi po čiščenju ekstraktov kalčkov. Dobili smo enake statistične rezultate 
kot pri neprečiščenih ekstraktih kalčkov. 
 
Nam in sod. (2018) so po 7 dneh kaljenja pod modro in rdečo LED ter fluorescentno svetlobo 
v kalčkih navadne ajde določili AOP ekstraktibilnih antioksidantov z metodo DPPH. 
Ugotovili so, da med kalčki, osvetljenimi s svetlobo različnih valovnih dolžin, ni statističnih 
razlik v AOP, vendar so imeli vsi ti kalčki višji AOP kot kalčki, kaljeni v temi. 
 
Kalček - vezani antioksidanti 
V prečiščenih ekstraktih smo ugotovili, da na AOP vezanih antioksidantov čas kaljenja ni 
vplival. Med obema načinoma osvetljevanja tekom kaljenja ni bilo statističnih razlik.  
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Primerjava med ekstraktibilnimi in vezanimi antioksidanti v kalčkih 
Čas kaljenja je vplival na AOP ekstraktibilnih antioksidantov v prečiščenih ekstraktih 
kalčkov pri obeh načinih osvetljevanja. Iz Preglednice 12 je razvidno, da so bili tako 
ekstraktibilni kot vezani antioksidanti med kaljenjem podvrženi podobnim spremembam ne 
glede na način osvetljevanja. Poleg tega smo pri obeh vzorčenjih (48 ur, 96 ur) določili 
podobno razmerje med AOP ekstraktibilnih antioksidantov in AOP vezanih antioksidantov, 
ne glede na to ali so kalčki rastli v temi ali smo jih osvetljevali z LED. Iz tega sklepamo, da 
način osvetljevanja ni definiral kvalitativnih sprememb antioksidantov. Večji prispevek k 
AOP kalčkov lahko ne glede na način osvetljevanja pripišemo ekstraktibilnim kot vezanim 
spojinam (Preglednica 13).  
 
Preglednica 12: Razmerje sprememb v AOP ekstraktibilnih (EX) in vezanih (VEZ) antioksidantov (metoda 
DPPH) v kalčkih v zadnjih 48 urah kaljenja v temi in pod LED lučmi pred in po čiščenju ekstraktov s SPE 
 
 
  Tema LED 
Parameter 48-96 ur 48-96 ur 
Pred SPE 
EX 0,7 0,6 
VEZ / / 
Po SPE 
EX 0,7 0,7 
VEZ 1,0 0,9 
 
 
Preglednica 13: Razmerje med AOP ekstraktibilnih (EX) in vezanih (VEZ) antioksidantov (metoda DPPH) v 





Parameter 48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 
Po SPE 3,3 2,3 2,9 2,2 
 
 
4.5.2 Določanje antioksidativnega potenciala kaljenih pšeničnih zrn in kalčkov z 
metodo ABTS 
 
Metodo ABTS lahko uporabljamo za določanje AOP hidrofilnih in lipofilnih antioksidantov, 
ker je radikal ABTS topen tako v polarnih kot nepolarnih topilih (Abramovič, 2011). 
 
4.5.2.1 Določanje antioksidativnega potenciala pšeničnih zrn z metodo ABTS  
 
Med procesom kaljenja v temi in pod LED svetlobo so potekale spremembe v AOP 
ekstraktibilnih in vezanih antioksidantov v pšeničnih zrnih kot prikazuje Slika 17. 
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Slika 17: Vpliv svetlobe različnih valovnih dolžin (tema, LED) na AOP pšeničnih zrn po 48 in 96 urah 
kaljenja (določen z ABTS metodo); A - ekstraktibilni antioksidanti v neprečiščenih vzorcih, B - vezani 
antioksidanti v neprečiščenih vzorcih, C - ekstraktibilni antioksidanti v prečiščenih vzorcih, D - vezani 
antioksidanti v prečiščenih vzorcih. Različne majhne črke pomenijo statistične razlike (p < 0,5) med 
ekstrakti. 
 
Zrno - ekstraktibilni antioksidanti 
V prvih 48 urah poskusa nismo zaznali razlik med zrni, ki so kalili pod LED in tistimi v 
temi. V nadaljevanju se je AOP ekstraktibilnih antioksidantov povečal pri obeh načinih 
osvetljevanja. Tudi v tem primeru nismo uspeli upravičiti uporabe LED, saj so zrna po 96 
urah izražala 13,5 % nižji AOP kot v temi kaljena zrna.  
 
Trend se ohranja po čiščenju ekstraktov zrn, kar pomeni, da smo s SPE izgubili manj 
antioksidativnih spojin in predvsem druge reducirajoče snovi, ki so prav tako reagirale z 
ABTS reagentom. Dobili smo enake statistične rezultate kot za neprečiščene ekstrakte. 
 
Zrno - vezani antioksidanti 
Uporaba LED luči je drugače vplivala na AOP vezanih spojin kot tema le prvih 48 ur, pa še 
to minimalno, zrnom v temi smo določili zgolj 1,1-krat višji AOP v primerjavi z LED. Čas 
kaljenja na AOP vezanih antioksidantov v neprečiščenih ekstraktih ni vplival. 
 
Tudi po čiščenju ekstraktov se je izkazalo, da čas kaljenja ter način osvetljevanja nista 
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Primerjava med ekstraktibilnimi in vezanimi antioksidanti v zrnih 
Iz Preglednice 14 je razvidno, da so potekale spremembe v AOP vezanih antioksidantov med 
kaljenjem v enakem obsegu pri obeh načinih osvetljevanja. Hkrati je primerjava AOP vezane 
frakcije pokazala primerljive vrednosti ob koncu kaljenja in 48 ur pred tem. Po drugi strani 
višje razmerje pri ekstraktibilni frakciji nakazuje na večje spremembe znotraj te frakcije. 
AOP ekstraktibilnih antioksidantov se je v zadnjih 48 urah poskusa bolj izboljšal pri 
kontrolnih pogojih. Poudarimo, da tudi pri tej metodi (tako kot prej pri DPPH) ne moremo 
trditi, da smo dejansko določili več antioksidantov. Povsem možno namreč je, da se je 
sestava vzorcev spremenila v tolikšni meri, da je bila reaktivnost antioksidantov z ABTS 
radikalom izboljšana, čeprav jih količinsko ni bilo prisotnih nujno več.  
 
Preglednica 14: Razmerje sprememb v AOP ekstraktibilnih (EX) in vezanih (VEZ) antioksidantov (metoda 
ABTS) v zrnih v zadnjih 48 urah kaljenja v temi in pod LED lučmi pred in po čiščenju ekstraktov s SPE 
 
 
  Tema LED 
Parameter 48-96 ur 48-96 ur 
Pred SPE 
EX 1,5 1,3 
VEZ 1,0 1,0 
Po SPE 
EX 1,6 1,4 
VEZ 1,0 1,0 
 
Čas kaljenja je značilno vplival zgolj na AOP ekstraktibilnih spojin v zrnih. Spojine, ki smo 
jih pridobili pri ekstrakciji z metanolom, so pokazale nižji AOP kot spojine, ki so postale 
dostopne šele po hidrolizi z NaOH. To lahko pomeni, da je bila sposobnost lovljenja prostih 
radikalov s strani vezanih antioksidantov večja ali pa je bilo temu tako, ker je bilo vezanih 
antioksidantov količinsko več, ni pa nujno, da so bili učinkovitejši kot ekstraktibilni. Višji 
prispevek vezanih spojin k skupnemu AOP smo določili tako v neprečiščenih kot prečiščenih 
ekstraktih zrn neodvisno od načina osvetljevanja. Po končanem kaljenju so vezani 
antioksidanti pokazali 2,7-krat (tema) oz. 3,0-krat (LED) višji AOP kot njihova 
ekstraktibilna oblika pri istih pogojih (Preglednica 15).  
 
Preglednica 15: Razmerje med AOP vezanih (VEZ) in AOP ekstraktibilnih (EX) antioksidantov (metoda 





Parameter 48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 
Pred SPE 4,2 2,7 3,8 3,0 
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4.5.2.2 Določanje antioksidativnega potenciala pšeničnih kalčkov z metodo ABTS 
 
Spremembe v AOP ekstraktibilnih in vezanih antioksidantov v pšeničnih kalčkih med 




Slika 18: Vpliv svetlobe različnih valovnih dolžin (tema, LED) na AOP pšeničnih kalčkov po 48 in 96 urah 
kaljenja (določen z ABTS metodo); A - ekstraktibilni antioksidanti v neprečiščenih vzorcih, B - vezani 
antioksidanti v neprečiščenih vzorcih, C - ekstraktibilni antioksidanti v prečiščenih vzorcih, D - vezani 
antioksidanti v prečiščenih vzorcih. Različne majhne črke pomenijo statistične razlike (p < 0,5) med 
ekstrakti. 
 
Kalček - ekstraktibilni antioksidanti 
Rezultati kažejo, da je AOP ekstraktibilnih spojin tekom kaljenja tako v temi kot z LED 
statistično značilno padal. Najvišji AOP ekstraktibilnih fenolov smo določili v kalčkih, ki so 
rastli v temi 48 ur, ta je bil  za 22,6 % višji kot pri kalčkih, osvetljenih z LED. V nadaljevanju 
poskusa smo pri LED zabeležili 33,4 %, v temi pa zgolj 16,5 % upad AOP. Tako so imeli 
kalčki po 96 urah kaljenja pri osvetljevanju z LED lučmi 40,4 % nižji AOP kot v temi. Trend 
se je ohranil tudi po čiščenju ekstraktov.  
 
Manjši vpliv LED kot teme potrjuje tudi to, da ni bilo razlik v AOP ekstraktibilnih spojin 
med kalčki, osvetljenimi z LED po 48 urah kaljenja in kalčki, kaljenimi v odsotnosti svetlobe 
po 96 urah. Nasprotno pa so Liu in sod. (2016) po 6 dneh kaljenja z metodo ABTS določili 
1,8-krat višji AOP ekstraktibilnih spojin v kalčkih graha, osvetljenih z modro LED, kot v 
kalčkih graha, ki so bili v temi. Nam in sod. (2018) so navadno ajdo med 7-dnevnim 
kaljenjem osvetljevali z modro in rdečo LED ter fluorescentno svetlobo. Ugotovili so, da so 
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imeli kalčki, osvetljeni z modro LED, najvišji AOP ekstraktibilnih spojin (metoda ABTS), 
najnižji AOP pa kalčki, ki so bili v temi in so predstavljali kontrolo.  
 
Kalčki - vezani antioksidanti 
Med obema načinoma osvetljevanja ni bilo razlik v AOP vezanih spojin ne glede na čas 
vzorčenja. Vendar pa so imeli z LED osvetljeni kalčki ob prvem vzorčenju 24,6 % nižji AOP 
kot kalčki, kaljeni v odsotnosti svetlobe, ob drugem vzorčenju.  
 
Neznačilen vpliv časa kaljenja na netopno frakcijo antioksidantov smo potrdili tudi po 
čiščenju vzorcev. Določili smo, da je bil AOP vezanih antioksidantov v kalčkih v prvih 48 
urah kaljenja z LED lučmi za 39,4 % nižji v primerjavi s kaljenjem v temi. Po 96 urah med 
različno tretiranimi kalčki ni bilo več statističnih razlik. 
 
Primerjava med ekstraktibilnimi in vezanimi antioksidanti v kalčkih 
Iz Preglednice 16 je razvidno, da so med kaljenjem pri obeh načinih osvetljevanja potekale 
spremembe v AOP tako ekstraktibilnih kot vezanih antioksidantov v neprečiščenih in 
prečiščenih ekstraktih kalčkov v podobnem razmerju.  
 
Preglednica 16: Razmerje sprememb v AOP ekstraktibilnih (EX) in vezanih (VEZ) antioksidantov (metoda 
ABTS) v kalčkih v zadnjih 48 urah kaljenja v temi in pod LED lučmi pred in po čiščenju ekstraktov s SPE 
 
 
  Tema LED 
Parameter 48-96 ur 48-96 ur 
Pred SPE 
EX 0,9 0,8 
VEZ 1,1 1,1 
Po SPE 
EX 0,8 0,6 
VEZ 0,9 1,0 
 
Vendar smo v kalčkih določili, da so imeli tako v temi kot pri LED osvetljevanju vezani 
antioksidanti višji AOP kot ekstraktibilni. Ta trend se ni ohranjal pri prečiščenih ekstraktih 
po 48 urah. Verjetno je s čiščenjem ekstraktov z metodo SPE prišlo do sprememb v sestavi 
antioksidantov in njihovi vsebnosti v prvih 48 urah kaljenja. Menimo, da smo med čiščenjem 
izgubili tudi nekaj spojin z antioksidativnimi lastnostmi, zato smo določili nižji AOP. V 
prečiščenih ekstraktih je bil AOP ekstraktibilnih antioksidantov po 48 urah kaljenja 1,2-krat 
(tema) oz. 1,4-krat (LED) višji od vezanih, po 96 urah pa se je razmerje med ekstraktibilnimi 
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Preglednica 17: Razmerje med ekstraktibilnimi (EX) in vezanimi (VEZ) antioksidanti (metoda ABTS) v 





Parameter 48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 
Pred SPE 0,9 0,7 0,9 0,6 
Po SPE 1,2 1,0 1,4 0,9 
 
4.6 VPLIV ALKALNE HIDROLIZE NA VSEBNOST VEZANIH FENOLNIH SPOJIN V 
EKSTRAKTIH PŠENIČNIH ZRN IN KALČKOV 
 
Z alkalno hidrolizo pridobimo netopno frakcijo fenolnih spojin, ki so vezane na različne 
polimerne molekule v celični steni. Na uspešno ekstrakcijo vezanih antioksidantov vplivajo 
pogoji alkalne hidrolize, kot so koncentracija NaOH in čas hidrolize, čas in temperatura 
ekstrakcije (Irakli in sod., 2012).  
 
Raziskovalci (Irakli in sod., 2012) so ugotovili, da so s HPLC-DAD analizo določili, da med 
vezanimi fenolnimi kislinami, dobljenimi z alkalno hidrolizo, prevladuje ferulna kislina. 
Poleg tega je stopnja ohranitve (ang. recoveries) fenolnih kislin, ki so jih dobili z alkalno 
hidrolizo, po SPE med 80 % in 95 %. To ne velja za protokatehuično, galno in kavno kislino, 
za katere so značilne večje izgube s SPE (Irakli in sod., 2012). Med alkalno hidrolizo lahko 
pride do oksidativne razgradnje kavne kisline (Peterson, 2011), na ferulno kislino to nima 
vpliva, tudi pri višji koncentraciji NaOH ne in ostane stabilna (Bauer in sod., 2012). 
Temperatura med alkalno hidrolizo prav tako vpliva na ferulno in p-kumarno kislino (Irakli 
in sod., 2012). Pri višjih koncentracijah NaOH in daljšem času postopka se ne zgodijo 
nobene bistvene spremembe v vsebnosti ferulne kisline v vezani obliki (Bauer in sod., 2012).  
 
Možno razgradnjo določenih fenolnih snovi med alkalno hidrolizo bi lahko preprečili z 
dodatkom askorbinske kisline in etilendiamintetraocetne kisline (EDTA) (Nardini in sod., 
2002; Ross in sod., 2009). Nardini in sod. (2002) so ugotovili, da so razpad oziroma 
zmanjšanje fenolnih kislin pri alkalni hidrolizi z 2 M NaOH preprečili z dodatkom 
askorbinske kisline in EDTA. Medtem pa Ross in sod. (2009) navajajo, da dobijo manjšo 
vsebnost skupnih fenolnih kislin z alkalno hidrolizo z 2 M NaOH brez ali z dodano 
askorbinsko kislino in EDTA kot pa s hidrolizo z 10 M NaOH in dodatkom askorbinske 
kisline in EDTA. 
 
4.7 VPLIV SPE NA EKSTRAKTE PŠENIČNIH ZRN IN KALČKOV 
 
Tretiranje vzorcev z SPE omogoča minimalne izgube fenolnih kislin v vzorcih različnih vrst 
žit (Irakli in sod., 2012).  
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Zavedamo se, da izgube fenolnih spojin lahko potekajo že med samo pripravo vzorcev za 
postopek SPE. Tako lahko prihaja do izgub pri ekstrakciji vzorcev, s sušenjem ekstraktov v 
vakuumskem evaporatorju, pri rekonstituiranju posušenih vzorcev z vodo (nepopolno 
raztapljanje posušenih vzorcev v epruveti) in filtriranju le-teh.  
 
Na obseg izgube fenolnih kislin pri postopku SPE vpliva priprava vzorca in pogoji same 
ekstrakcije na SPE koloni. Med drugim vpliva tudi izbor primerne raztopine za spiranje 
kolone in raztopine za eluiranje prečiščenega ekstrakta. Za čiščenje ekstraktov vzorcev iz žit 
naj bi bili optimalni pogoji za minimalne izgube fenolnih kislin spiranje s 3 ml vode in 
eluiranje z 2 ml mešanice metanola in nakisane vode (ang. acidified water) (9:1). S tem 
stopnja ohranitve fenolnih kislin znaša med 80 % za galno kislino in 106 % za 
protokatehuično kislino (Irakli in sod., 2012). 
 
Izbira kolone za SPE ima prav tako pomemben vpliv na ohranjanje fenolnih spojin med 
postopkom (Irakli in sod., 2012). Irakli in sod. (2012) so raziskovali stopnjo ohranitve (ang. 
recovery rate) fenolnih spojin z uporabo kolon dveh tipov: C18 kolone, ki vsebuje oktadecil 
siliko in polimerne kolone. Ugotovili so, da je ohranitev (ang. recovery rate) fenolnih kislin 
po čiščenju s SPE z uporabo polimerne kolone med 75 % in 102 %, nasprotno pa z uporabo 
C18 kolone manj od 80 % za vse fenolne kisline. Razlika med kolonama je v vezavi in 
interakcijah kolone z vzorcem. Oktadecil silika v C18 kolonah veže fenolne kisline na kolono 
s pomočjo Van der Waalsovih vezi, vodikovih vezi in dipol-dipol interakcijah. Medtem ko 
mehanizem polimerne kolone temelji na π-π interakcijah z vzorcem, ki vsebuje molekule z 
aromatskimi obroči. Poleg tega je prednost polimerne kolone tudi njena boljša stabilnost v 
širšem pH območju v primerjavi z C18 kolono (Irakli in sod., 2012). 
 
Pri določanju AOP vezanih fenolov v neprečiščenih ekstraktih z metodo DPPH smo imeli 
težave zaradi nastanka oborine, težav nismo odpravili niti z naknadnim centrifugiranjem. 
Sklepamo, da ima pri tem  pomembno vlogo kompleksnost vzorca. Nekatere molekule lahko 
zaradi svoje strukture tvorijo oborino, kot se je zgodilo v našem eksperimentu. Lahko vpliva 
tudi pH ekstraktov po alkalni hidrolizi. Posledično so bile izmerjene absorbance različne in 
neponovljive. Pri prečiščenih ekstraktih (po čiščenju s SPE) pa teh težav nismo imeli, kar 
kaže na to, da smo s postopkom SPE odstranili določene molekule, ki so motile reakcijo med 
vzorcem in radikalom DPPH. Dobili smo ponovljive rezultate. 
 
Vsebnost fenolov v prečiščenih ekstraktih zrn, ki smo jo določili z metodo F.C., je bila po 
pričakovanjih nižja kot v neprečiščenih ekstraktih. To lahko kaže na to, da smo iz ekstrakta   
izgubili poleg reducirajočih nečistoč tudi nekaj antioksidantov. Posledično so imeli tudi 
prečiščeni ekstrakti nižji AOP kot neprečiščeni ekstrakti. Vendar se trend sprememb v 
vsebnosti ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin v kalčku ter njihovem AOP ohranja po 
čiščenju ekstraktov. Izjema je vsebnost vezanih fenolov v kalčkih, kaljenih v temi. Medtem 
se le pri AOP zrn, ki smo ga določili z metodo DPPH, trend ne ohranja. Iz tega sklepamo, 
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da je pri čiščenju ekstraktov s SPE prišlo do sprememb tako v sestavi kot v vsebnosti 
določenih fenolnih kislin, ki so prispevale k AOP zrn. 
 
Preglednica 18: Izgube (%) fenolnih spojin (F.C metoda) in AOP (DPPH in ABTS metoda) v pšeničnih zrnih 
in kalčkih, kaljenih v temi in pod LED lučmi, s postopkom SPE (EX-ekstraktibilne fenolne spojine, VEZ-




Tema LED Tema LED 
Parameter 48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 
EX-F.C. 71,3 72,0 71,2 70,3 22,6 24,1 20,8 29,7 
EX-DPPH 63,4 71,8 55,5 67,5 35,2 33,8 33,4 27,5 
EX-ABTS 71,0 69,1 71,9 69,9 17,4 26,6 15,6 27,9 
VEZ-F.C. 35,7 37,7 32,9 36,1 39,3 47,7 46,5 51,1 
VEZ-DPPH / / / / / / / / 
VEZ-ABTS 33,1 32,6 31,1 31,1 34,2 44,6 46,3 51,5 
 
Upoštevati moramo, da smo pri tretiranju vzorca s SPE pridobili prečiščen vzorec, ki se je 
po sestavi razlikoval od neprečiščenega. Vzorec smo po čiščenju ponovno analizirali  s tremi 
različnimi metodami in z vsako metodo določili določen padec reaktivnosti, kljub temu, da 
je prečiščen vzorec (tako kot prej neprečiščen) vseboval iste spojine. S tremi različnimi 
metodami smo torej analizirali isti vzorec s popolno enako sestavo. Različne vrednosti v 
Preglednici 18 so torej posledica selektivne reaktivnosti spojin s F.C. reagentom, DPPH 
radikalom in ABTS radikalom, ne pa različne sestave. Z metodama F.C. in ABTS smo v 
zrnih, ki so kalila 48 ur, določili podoben padec reaktivnosti, vendar večji kot z metodo 
DPPH. Sklepamo, da smo v primeru čiščenja ekstraktov iz zrn izgubili spojine, ki so 
reagirale boljše s F.C. in ABTS reagentom ter slabše z DPPH radikalom. Rezultati tako 
nakazujejo predvsem na izgubo ferulne kisline (Poglavje 4.10). Omenjene razlike smo 
določili zgolj ob prvem vzorčenju (48 ur), ne glede na to ali so zrna kalila v temi ali pod 
LED. Nasprotno smo v primeru kalčkov s čiščenjem izgubili spojine, ki so bolje reagirale z 
DPPH radikalom kot F.C. ali ABTS reagentom. Tudi tukaj so se vrednosti med posameznimi 
metodami v nadaljevanju (96 ur) precej poenotile. 
 
Po čiščenju ekstraktov zrn so se tako pri osvetljevanju z LED kot v temi izgube vezanih 
fenolov razlikovale od izgub ekstraktibilnih fenolov, kar se odraža tudi v AOP. Slednje 
dokazuje, da se je sestava vezane frakcije antioksidantov razlikovala od ekstraktibilne. 
Dobro ohranjanje fenolnih kislin, ki smo jih dobili z alkalno hidrolizo, smo že omenili v 
poglavju 4.6. 
 
Izgube ekstraktibilnih fenolnih spojin in v njihovem AOP so se v kalčku razlikovale od teh 
izgub v zrnu tako pri osvetljevanju z LED kot v temi. Ohranjanje vezanih fenolnih spojin v 
49 
Golob K. Vpliv osvetljevanja s svetlobo različnih valovnih dolžin na antioksidativni potencial kaljene pšenice. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
zrnu in kalčku je bilo podobno pri obeh načinih osvetljevanja, izjema so bili le kalčki, kaljeni 
pod LED.  
 
Izgube ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin (F.C. metoda, ABTS metoda) v vzorcih 
kalčkov po 48 urah so se razlikovale od vzorcev kalčkov po 96 urah kaljenja tako pod LED 
lučmi kot v temi, kar prav tako govori v prid temu, da je med kaljenjem prišlo ne le do 
kvantitativnih, temveč tudi do kvalitativnih sprememb. Pri LED bi izpostavili še podobne 
izgube ekstraktibilnih spojin v vzorcih kalčkov po 96 urah kaljenja pri obeh metodah 
določanja AOP. 
 
4.8 RAZMERJE MED PŠENIČNIM KALČKOM IN PREOSTALIM ZRNOM GLEDE 
VSEBNOSTI FENOLNIH SPOJIN IN ANTIOKSIDATIVNEGA POTENCIALA 
 
Z izračunom razmerja med pšeničnim kalčkom in preostalim zrnom glede vsebnosti skupnih 
fenolnih spojin in AOP, določenega z metodama DPPH in ABTS, smo želeli ugotoviti v 
kakšnem obsegu so potekale spremembe v kalčku v primerjavi z zrnom, upoštevaje suho 
snov (Preglednica  19). Skupne fenolne spojine (oz. AOP) smo dobili tako, da smo sešteli 
vsebnost (oz. AOP) ekstraktibilnih in vezanih spojin. 
 
Preglednica 19: Razmerje med pšeničnim kalčkom in preostalim zrnom glede vsebnosti skupnih fenolnih 
spojin (F.C. metoda) in AOP (DPPH in ABTS metoda) v ekstraktih pšeničnih zrn in kalčkov, kaljenih v temi 
in pod LED lučmi, pred in po postopku SPE  
 
    Tema LED 
  Parameter 48 ur 96 ur 48 ur 96 ur 
Pred SPE 
F.C. 7,6 7,1 7,1 6,0 
DPPH / / / / 
ABTS 7,1 6,5 6,4 5,6 
Po SPE 
F.C. 9,2 8,5 8,1 6,3 
DPPH 15,9 12,2 13,0 9,6 
ABTS 8,8 7,2 7,2 5,4 
 
V kalčkih smo določili približno 7-krat večjo vsebnost fenolnih spojin (metoda F.C.) in 
približno 6-krat višjo vrednost AOP (metoda ABTS) v primerjavi z zrni tekom kaljenja. Iz 
tega lahko sklepamo, da so v kalčkih potekale intenzivnejše spremembe kot v zrnih, ne glede 
na to ali so ves čas rastli v temi ali smo jih osvetljevali z modro in zeleno svetlobo LED luči. 
 
S časom kaljenja se je pri vseh treh metodah razmerje med kalčkom in preostalim zrnom 
zmanjšalo, neodvisno od pogojev osvetljevanja. Trend se je ohranil tudi v prečiščenih 
ekstraktih. To nakazuje, da so se v zrnu in kalčku prvih 48 ur odvijali drugačni procesi kot 
v nadaljevanju poskusa. Slednje sovpada z že prej omenjenimi spremembami v 
antioksidativni sestavi med kaljenjem (Poglavja 4.4, 4.5.1, 4.5.2). V neprečiščenih ekstraktih 
je bilo po 48 urah kaljenja razmerje med kalčkom in zrnom glede vsebnosti fenolnih spojin 
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v temi in pri osvetljevanju z LED podobno. Iz tega lahko sklepamo, da so verjetno v zrnih 
in kalčkih potekale tako kvalitativne kot kvantitativne spremembe fenolnih spojin v približno 
enakem razmerju pri osvetljevanju z LED kot tudi v temi. Medtem ko je po 96 urah tako v 
neprečiščenih kot v prečiščenih ekstraktih razmerje med kalčkom in zrnom glede vsebnosti 
fenolnih spojin in AOP manjše pri kaljenju pod LED kot pri kaljenju v temi. To potrjuje 
manjši vpliv osvetljevanja z LED kot teme na spremembe v vsebnosti fenolnih spojin in 
AOP med kaljenjem.  
 
Izpostaviti pa moramo precej višje razmerje med kalčkom in zrnom glede AOP v prečiščenih 
ekstraktih, ki smo ga določili z DPPH metodo v primerjavi z ABTS metodo. Sklepamo, da 
določene fenolne spojine v vzorcu ne reagirajo ali pa slabše z DPPH radikalom, zato smo v 
zrnih in kalčkih določili nižji AOP v primerjavi z metodo ABTS. Posledično je bilo razmerje 
med AOP kalčkov in AOP zrn višje. 
 
Zaključimo lahko, da predstavlja kalček boljši vir antioksidantov kot preostalo kaljeno zrno, 
vendar kot bomo videli v nadaljevanju, prispeva kalček k celotni masi bistveno manjši delež 
kot preostalo zrno. Iz tega vidika je vsebnost fenolov in drugih antioksidantov v kaljenem 
zrnu brez kalčka vse prej kot zanemarljiva. Vključevanje celih zrn v funkcionalna živila 
pomeni povrhu še pomemben doprinos k uživanju mineralov, vitaminov, prehranske 
vlaknine itd. 
 
4.9 PRIMERJAVA MED NEKALJENIMI PŠENIČNIMI ZRNI IN KALJENIMI 
PŠENIČNIMI ZRNI S KALČKOM GLEDE VSEBNOSTI FENOLNIH SPOJIN IN 
ANTIOKSIDATIVNEGA POTENCIALA 
 
Na podlagi dobljenih rezultatov metod F.C., DPPH in ABTS smo primerjali nekaljena 
pšenična zrna in kaljena zrna s kalčkom. Kljub temu, da smo kaljena zrna analizirali posebej 
in kalčke posebej, smo za to primerjavo podatke za kaljena zrna in kalčke združili skupaj ter 
dobili podatek o spremembah, ki se dogajajo v celem zrnu med kaljenjem. Zavedamo se, da 
razmerje med volumnom ekstrakcijskega topila in zatehto vzorca vpliva na rezultat, vendar 
so nas zanimale relativne spremembe in ne absolutne vrednosti (povsod smo naredili enako 
napako). 
 
Za podatek o spremembah, ki se dogajajo v zrnu med procesom kaljenja, smo potrebovali 
tudi podatek o deležu, ki ga prispeva zrno oziroma kalček k celoti. Ta podatek smo dobili s 
tehtanjem posameznih vzorcev po 48 urah in 96 urah kaljenja. Iz Slike 19 je razvidno, da so 
večinski delež zavzemala zrna tako po 48 urah kot 96 urah pri obeh načinih osvetljevanja. 
Po 96 urah se je delež zrn zmanjšal na račun kalčka, ki je precej zrastel tako v temi kot pod 
LED lučmi. V zadnjih 48 urah kaljenja se je delež kalčka povečal za 137 % v temi in za 73 
% pod LED. Slednje sovpada tudi z našimi vizualnimi opažanji, predstavljenimi v poglavju 
4.1, ko smo zapisali, da so zrna pod LED lučmi kalila malenkost slabše. S tehtanjem kalčkov 
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in preostalega zrna, ki smo jih med kaljenjem osvetljevali z LED, smo po 96 urah določili 




Slika 19: Delež (%), ki ga prispeva kalček oziroma preostanek zrna k celoti pri vzorčenju po 48 in 96 urah 
kaljenja v temi in pod LED lučmi. Delež kalčka in delež preostanka zrna izhajata iz podatka o masi kalčka in 
preostanka zrna (g FW) pri vzorčenju po 48 in 96 urah kaljenja v temi in pod LED lučmi. 
 
S procesom kaljenja smo pozitivno vplivali na vsebnost ekstraktibilnih in vezanih spojin z 
antioksidativnim delovanjem v pšeničnih zrnih s kalčkom. Daljši čas kaljenja v temi in pod 
LED lučmi je vodil v večji prirast teh spojin in s tem vplival na AOP kaljenih zrn s kalčkov 
v primerjavi z nekaljenimi pšeničnimi zrni. Rezultati kažejo tako na sintezo novih fenolov 
kot na različne transformacije fenolnih spojin med kaljenjem, ki so vplivale na sestavo in 
vsebnost spojin v zrnih s kalčkih.  
 
Potrebno pa je izpostaviti, da smo z vsemi tremi metodami določili precej višje vrednosti za 
vsebnost antioksidantov v kalčkih in njihov AOP v primerjavi s kaljenimi zrni. Vendar 
moramo pri tem upoštevati, da je prispevek kalčka bistveno manjši kot prispevek zrna k 
celotnemu sistemu (prikazano na Sliki 19). Iz tega lahko zaključimo, da količina 
antioksidantov v kaljenih zrnih ni zanemarljiva. 
 
Nekoliko drugačne rezultate v primerjavi z našimi so s 5-dnevnim kaljenjem dobili 
raziskovalci Žilić in sod. (2014), vsebnost ekstraktibilnih in vezanih fenolnih spojin v 
kaljenih pšeničnih zrnih s kalčkom je bila primerljiva z nekaljenimi pšeničnimi zrni. 
 
Zaključimo lahko tudi, da uporaba LED luči z namenom povečanja vsebnosti preiskovanih 
snovi v kaljenih zrnih s kalčki ni smiselna, saj je v odsotnosti svetlobe nastalo več tako 
ekstraktibilnih kot vezanih bioaktivnih snovi.  
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4.10 PRIMERJAVA MED METODAMI F.C., DPPH IN ABTS  
 
Glede na rezultate vseh treh metod (metode F.C., DPPH, ABTS) smo ugotovili, da je čas 
kaljenja in način osvetljevanja med kaljenjem vplival na vsebnost ekstraktibilnih in vezanih 
fenolnih spojin ter na njihov AOP.  
 
Rezultati kažejo, da se je sposobnost lovljenja DPPH radikalov izboljšala s povišanjem 
koncentracije fenolov v zrnih in kalčkih med kaljenjem. Vendar pa na podlagi rezultatov 
določitve vsebnosti fenolnih spojin in AOP menimo, da so fenolne spojine prispevale manjši 
delež k AOP kaljenih zrn in kalčkov, ki smo ga določili z DPPH metodo. Alvarez-Jubete in 
sod. (2010) so določili pozitivno korelacijo med vsebnostjo fenolnih spojin (F.C. metoda) in 
AOP (DPPH metoda) (r2=0,99) v kaljenih zrnih amaranta, kvinoje, ajde in pšenice. Menijo, 
da je to zaradi principa obeh metod, ki temelji na redoks lastnostih. 
 
S spreminjanjem vsebnosti fenolnih spojin v zrnih tekom kaljenja se je podobno spreminjala 
tudi sposobnost lovljenja ABTS radikala. Na podlagi rezultatov sklepamo, da so fenolne 
spojine prispevale velik delež k AOP kaljene pšenice, ki smo ga določili z metodo ABTS. 
Podobne rezultate v kaljeni pšenici so dobili Žilić in sod. (2014).  
 
V neprečiščenih ekstraktih kalčkov smo ugotovili, da so spremembe v vsebnosti fenolov 
med kaljenjem imele manjši vpliv na AOP, določen z ABTS metodo. Nasprotno pa se je v 
prečiščenih ekstraktih kalčkov s spremembo količine fenolnih spojin tekom kaljenja 
spreminjal tudi AOP, določen z ABTS metodo. Menimo, da smo s postopkom SPE odstranili 
določene snovi, ki so reagirale s F.C. reagentom, ne pa tudi z ABTS radikalom, zato so imele 
spremembe v vsebnosti fenolnih spojin večji doprinos k sposobnosti lovljenja ABTS 
radikala. 
 
Nam in sod. (2018) so v kalčkih navadne ajde, ki so bili osvetljeni z različnimi viri svetlobe 
(modra in rdeča LED, fluorescentna svetloba, tema) določili pozitivno korelacijo med 
vsebnostjo fenolnih spojin in AOP, določenim z DPPH metodo (r2 = 0,857). Tudi med 
vsebnostjo fenolnih spojin in AOP, določenim z ABTS metodo, so določili močno pozitivno 
povezanost (r2 = 0,950, p < 0,01). Prav tako so Liu in sod. (2016) med vsebnostjo fenolnih 
spojin v kalčkih graha in njihovim AOP določili močno povezanost (r2 = 0,955, p < 0,05) ne 
glede na način osvetljevanja (rumena LED, modra LED, rdeča LED, fluorescentna svetloba, 
tema). 
 
Na podlagi primerjave rezultatov določanja AOP lahko ugotovimo, da smo z obema 
metodama zaznali podobne spremembe AOP ne glede na način osvetljevanja. Rezultati 
metode DPPH so namreč pokazali, da je v prečiščenih ekstraktih zrn AOP vezanih fenolov 
višji od ekstraktibilnih fenolov. Nasprotno so imeli v prečiščenih ekstraktih kalčkov vezani 
fenoli nižji AOP od ekstraktibilnih fenolov. Medtem smo z metodo ABTS določili, da imajo 
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vezani fenoli v neprečiščenih ekstraktih zrn in kalčkov višji AOP kot ekstraktibilni fenoli. 
Trend se ohranja pri prečiščenih ekstraktih zrn. Medtem so imeli ekstraktibilni fenoli v 
prečiščenih ekstraktih kalčkov po 48 urah kaljenja višji AOP kot vezani fenoli, po 96 urah 
pa ravno nasprotno. Vendar pa smo kljub tem rezultatom tako pri temi kot pri LED svetlobi 
z metodo DPPH določili bistveno nižji AOP kaljenih zrn in kalčkov kot pa z metodo ABTS. 
  
Tudi Straktil in sod. (2007) so v svoji študiji ugotovili, da so z metodo DPPH določili nižji 
AOP kot z metodo ABTS. Menijo, da naj bi bil razlog za to visoka stabilnost DPPH radikala 
in posledično manjša reaktivnost z antioksidanti, kot so fenolne spojine, kar pomeni, da bi 
lahko reagiral le v primeru bolj reaktivne fenolne spojine. Poleg tega so izpostavili, da visoka 
reaktivnost ABTS reagenta lahko poda relativno višje vrednosti AOP. Čeprav pa precejšna 
nestabilnost reagenta lahko povzroči padanje njegove absorbance že tekom analize, kar 
lahko vpliva na rezultat. To smo opazili tudi v našem poskusu pri merjenju absorbance 
referenčne raztopine. 
 
Nam in sod. (2018) v kalčkih navadne ajde, ki so bili osvetljeni z različnimi viri svetlobe 
(modra in rdeča LED, fluorescentna svetloba, tema), določili močno pozitivno povezanost 
(r2 = 0,872, p < 0,05). Medtem ko so Verma in sod. (2009) ugotovili, da je bila med 
metodama DPPH in ABTS šibka pozitivna korelacija (r = 0,5, p = 0,08), kar nakazuje na 
različno reaktivnost fenolnih spojin z radikaloma DPPH in ABTS. Opazili so neaktivnost 
ferulne kisline proti lovljenju DPPH radikala, kar je razlog za slabšo korelacijo med ferulno 
kislino in radikalom DPPH. Korelacija med radikalom DPPH in derivati hidroksibenzojske 
kisline je lahko močna (npr. galna kislina) ali pa šibka (npr. salicilna kislina, vanilinska 
kislina). Sklepajo, da na razlike v reaktivnosti radikalov vplivajo različna kemijska struktura 
fenolnih kislin in različne vrste skupin (tudi njihovo število), ki so lahko vezane na fenilni 
obroč fenolnih kislin (Verma in sod., 2009). Nenadis in sod. (2004) so ugotovili, da že ena 
hidroksilna skupina, vezana na aromatski obroč fenolne spojine, lahko reagira z radikalom 
ABTS. Vendar pa večje število hidroksilnih skupin vedno ne pomeni večje antioksidativne 
učinkovitosti. Glede na rezultate so zaključili, da derivati hidroksicimetne kisline učinkovito 
reagirajo proti radikalu ABTS, slabše pa z radikalom DPPH. Primer tega sta kumarna in 
izoferulna kislina, ki dobro reagirata z radikalom ABTS, ne reagirata pa z radikalom DPPH. 
To je verjetno tudi razlog za našo določitev nižjega AOP z metodo DPPH kot z metodo 
ABTS, saj lahko glede na literaturne podatke (Chen in sod., 2017; Žilić in sod., 2014) 
sklepamo, da je tudi v naših vzorci ferulna kislina prevladujoča fenolna spojina. Žilić in sod. 
(2014) so v svoji raziskavi ugotovili, da se je delež ferulne kisline kot ekstraktibilne fenolne 
spojine najbolj povečal v primerjavi z nekaljenimi pšeničnimi zrni, v precej manjši meri pa 
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5 SKLEPI 
 
Glede na rezultate analiz našega eksperimenta lahko zaključimo naslednje trditve: 
 
• S procesom kaljenja lahko izboljšamo vsebnost fenolnih spojin v pšeničnih zrnih in 
kalčkih ter njihov AOP.  
•  
• V kalčku se dogajajo intenzivnejše spremembe v vsebnosti antioksidantov kot se 
dogajajo v zrnu. 
 
• Kljub temu, da sta tako kaljenje v temi kot z LED lučmi pripomogla k izboljšani 
vsebnosti fenolnih spojin in njihovem AOP, smo določili v zrnih in kalčkih z 
osvetljevanjem z LED slabše rezultate kot v temi. Zato menimo, da uporaba LED 
luči, ki smo jih uporabili v naši raziskavi, ni smiselna. 
 
• Vezani antioksidanti, ki so v številnih raziskavah spregledani, predstavljajo 
pomemben delež bioaktivnih komponent tako v zrnu kot v kalčku.  
 
• V zrnih in kalčkih, kaljenih pod LED lučmi, smo določili manjšo vsebnost 
ekstraktibilnih fenolov in nižji AOP kot v primeru kaljenja v temi. 
 
• Način osvetljevanja ni vplival na vsebnost vezanih fenolnih spojin in njihov AOP 
niti pri kalčkih niti pri kaljenih zrnih.  
 
• Čas kaljenja je statistično značilno vplival na vsebnost ekstraktibilnih fenolnih spojin 
v zrnu in kalčku ne glede na način osvetljevanja, medtem ko se je vsebnost vezanih 
fenolov spreminjala le pri kalčkih, ki so bili kaljeni v temi. 
 
• Na določanje AOP kaljenih zrn in kalčkov lahko pomembno vpliva tako sestava kot 
vsebnost fenolnih spojin v vzorcu. Zato je potrebno uporabiti več različnih metod za 
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6 POVZETEK 
 
Z magistrskim delom smo želeli ugotoviti, če način osvetljevanja vpliva na vsebnost fenolnih 
spojin v kaljenih pšeničnih zrnih in kalčkih ter na njihov AOP. Del zrn smo zato kalili pod 
LED lučmi (kombinacija modre in zelene svetlobe), del pa v temi (kontrola). Vzorčenje je 
potekalo 48 in 96 ur po začetku namakanja zrn, ko smo kalčke ločili od preostalega kaljenega 
zrna, pripravljene metanolne ekstrakte in hidrolizate pa ovrednotili s F.C., DPPH in ABTS 
metodo. 
 
V več raziskavah so ugotovili, da uporaba modre LED luči kot vir svetlobe med kaljenjem 
precej izboljša vsebnost fenolnih spojin v zrnih in kalčkih ter njihov AOP v primerjavi s 
temo. Zato smo pričakovali, da bo predstavljala kombinacija modre in zelene LED večji 
stres in posledično večjo tvorbo sekundarnih metabolitov kot tema. Izkazalo se je ravno 
nasprotno. 
 
Čas kaljenja je statistično značilno vplival na vsebnost ekstraktibilnih fenolnih spojin tako v 
zrnu kot v kalčku ter na njihov AOP neodvisno od pogojev osvetljevanja med kaljenjem. 
Trend se ohranja tudi pri prečiščenih ekstraktih. Čas kaljenja ni imel vpliva na vezane fenole 
v zrnu tako pri neprečiščenih kot prečiščenih ekstraktih. Medtem se je vsebnost vezanih 
fenolov v kalčku statistično značilno spreminjala s časom le pri kaljenju v temi, pri LED pa 
ne. Pri prečiščenih ekstraktih nismo določili razlik med obema načinoma kaljenja.  
 
Krajši čas kaljenja (48 ur) ni potrdil vpliva osvetljevanja z LED lučmi na vsebnost 
ekstraktibilnih fenolov v kaljenih zrnih po odstranitvi kalčkov. Po 96 urah je vsebnost 
ekstraktibilnih fenolov statistično značilno narasla pri obeh načinih tretiranja, vendar so jih 
zrna, kaljena pod LED, vsebovala 12 % manj kot v temi kaljena zrna. Naš poskus ni pokazal 
statističnih razlik v vsebnosti vezanih fenolov med kaljenjem v temi in kaljenjem pod LED.  
 
Ekstraktibilnim antioksidantom v zrnih, kaljenih pod LED lučmi, smo z metodo DPPH ob 
drugem vzorčenju določili 47 % višji AOP kot ob prvem vzorčenju in 28 % nižji AOP kot v 
temi kaljenih zrn. Že po prvih 48 urah kaljenja v temi smo zrnom (brez kalčkov) določili tak 
AOP kot so ga imela zrna po 96 urah kalitve pod LED lučmi. Iz rezultatov lahko sklepamo 
na negativen vpliv uporabe LED luči izbranih valovnih dolžin na AOP zrn. Med obema 
načinoma osvetljevanja ni bilo statističnih razlik v AOP vezanih fenolov.  
 
Z metodo DPPH smo kaljenim zrnom (brez kalčkov) določili bistveno nižji AOP kot z 
metodo ABTS. Znano je, da DPPH radikal slabše reagira s ferulno kislino in drugimi derivati 
hidroksicimetne kisline. Sklepamo, da je bilo v naših kaljenih zrnih prisotna ferulna kislina 
v večji koncentraciji, zato smo z metodo DPPH določili nižji AOP. Krajši čas kaljenja (48 
ur) ni potrdil vpliva LED na sposobnost lovljenja ABTS radikalov ekstraktibilnih 
antioksidantov v zrnih. Nasprotno je v nadaljnjih urah kaljenja AOP ekstraktibilnih 
56 
Golob K. Vpliv osvetljevanja s svetlobo različnih valovnih dolžin na antioksidativni potencial kaljene pšenice. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
antioksidantov v različno tretiranih zrnih naraščala. Po 96 urah so zrna, kaljena pod LED 
lučmi, imela 13,5 % manjši AOP kot v temi kaljena zrna. Statistične razlike v AOP vezanih 
spojin med različno osvetljenimi zrni so zanemarljive. Po 48 urah je bil AOP zrn, osvetljenih 
z LED, le 1,1-krat nižji od AOP zrn v temi. Po 96 urah kaljenja med njimi ni bilo več 
statističnih razlik. 
 
Z obema metodama smo v zrnih po odstranitvi kalčkov določili višji AOP vezanim 
antioksidantom kot ekstraktibilnim, neodvisno od pogojev kaljenja. To kaže na povezavo 
med vsebnostjo fenolov in AOP, saj je bilo vezanih fenolov bistveno več kot ekstraktibilnih 
fenolov v zrnu ne glede na način osvetljevanja. 
 
Pri kalčkih, osvetljenih z LED, smo po prvih 48 urah določili 15 %, po koncu kaljenja pa 
35 % nižjo vsebnost ekstraktibilnih fenolov kot pri kalčkih v odsotnosti svetlobe. Negativen 
vpliv uporabe LED luči se kaže tudi v tem, da smo ob drugem vzorčenju kalčkom, rastočim 
48 ur pod LED, določili enako vsebnost antioksidantov kot kalčkom, ki so 96 ur rastli v temi. 
Pri obeh načinih osvetljevanja je namreč daljši čas kaljenja znižal količino ekstraktibilnih 
fenolov. Nadalje, način osvetljevanja ni vplival na vsebnost vezanih fenolnih spojin v 
kalčkih ne glede na čas kaljenja, se je pa ta v zadnjih 48 urah rasti povečala le pri kaljenju v 
temi.  
 
Z metodo DPPH smo določili, da so imeli ekstraktibilni antioksidanti v kalčkih, tretiranimi 
z LED lučmi, po koncu kaljenja 45 % nižji AOP kot v kalčkih, ki so kalili v temi. Manjši 
vpliv kaljenja pod LED lučmi na AOP ekstraktibilnih antioksidantov v kalčkih potrjuje to, 
da med kalčki po 48 urah osvetljevanja z LED in po 96 urah v temi ni bilo statističnih razlik 
v AOP ekstraktibilnih spojin.  
 
Z metodo ABTS smo ugotovili, da je krajši čas pozitivno vplival na AOP ekstraktibilnih 
antioksidantov v kalčkih ne glede na način osvetljevanja. AOP ekstraktibilnih 
antioksidantov v kalčkih, osvetljenih z LED, je bil za 23 % nižji kot v kalčkih, kaljenih v 
temi. Z nadaljnjim kaljenjem je začel AOP padati, pri čemer je to imelo večji negativen vpliv 
na kalčke, osvetljene z LED kot kalčke v temi. Tako so imeli kalčki po koncu kaljenja pod 
LED 40 % nižji AOP kot pri odsotnosti svetlobe. Uporaba LED luči je imela manjši vpliv 
na AOP ekstraktibilnih spojin kot tema, saj ni bilo statističnih razlik v njihovem AOP med 
48-urnim kaljenjem z LED in 96-urnim kaljenjem v temi. Med različno tretiranimi kalčki ni 
bilo razlik glede AOP vezanih antioksidantov ne glede na čas kalitve. Le kalčki, ki so rastli 
pod LED, so imeli po 48 urah 25 % nižji AOP kot kalčki, kaljeni v temi, po 96 urah.  
 
Z metodo DPPH smo ekstraktibilnim spojinam, pridobljenih iz kalčkov, določili višji AOP 
kot vezanim spojinam, ne glede na način osvetljevanja. Nasprotno smo z metodo ABTS 
določili višji AOP vezanim spojinam kot ekstraktibilnim. Iz tega lahko zaključimo, da je 
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potrebno za določanje AOP uporabiti več metod, saj na določitev AOP lahko vpliva poleg 
vsebnosti fenolnih spojin in drugih bioaktivnih snovi tudi njihova sestava. 
 
Poudariti pa moramo, da rezultati predstavljeni v magistrski nalogi veljajo le za sveže vzorce 
kaljenih zrn in kalčkov. Če bi kaljena pšenična zrna in kalčke vključili kot funkcionalni 
dodatek v živilske izdelke, bi morali upoštevati vpliv tehnoloških postopkov in procesnih 
pogojev na ohranjanje bioaktivnih snovi v končnih žitnih izdelkih. Z različnimi tehnološkimi 
procesi (npr. mletje, ekstruzija, kuhanje, peka, slajenje žit) in pogoji teh procesov lahko 
precej vplivamo na stabilnost bioaktivnih snovi v žitih (Lutria in sod., 2015). 
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